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(57)【要約】
がん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有す
るＴＣＲを単離する方法であって、それぞれの遺伝子が、突然変異アミノ酸配列をコード
するがん特異的突然変異を含有する、患者のがん細胞の核酸中の１以上の遺伝子を同定す
ること；患者の自己ＡＰＣを、突然変異アミノ酸配列を提示するよう誘導すること；患者
の自己Ｔ細胞と、突然変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣとを共培養すること；自己
Ｔ細胞を選択すること；及び選択された自己Ｔ細胞から、ＴＣＲをコードするヌクレオチ
ド配列を単離することを含み、ＴＣＲは、がん特異的突然変異によってコードされる突然
変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する、方法が開示される。また、関連の、細胞集
団を調製する方法、細胞集団、ＴＣＲ、医薬組成物、及びがんを治療又は予防する方法が
開示される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　がん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有
するＴ細胞受容体（ＴＣＲ）又はその抗原結合部分を単離する方法であって、
それぞれの遺伝子が、突然変異アミノ酸配列をコードするがん特異的突然変異を含有する
、患者のがん細胞の核酸中１以上の遺伝子を同定すること；
患者の自己抗原提示細胞（ＡＰＣ）を、突然変異アミノ酸配列を提示するよう誘導するこ
と；
患者の自己Ｔ細胞と、突然変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣとを共培養すること；
（ａ）突然変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣと共培養されて、且つ（ｂ）患者によ
って発現される主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）分子の関係で提示される突然変異アミノ
酸配列に対し抗原特異性を有する、自己Ｔ細胞を選択すること；及び
選択された自己Ｔ細胞から、ＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードするヌクレオチド配列
を単離することを含み、ＴＣＲ又はその抗原結合部分は、がん特異的突然変異によってコ
ードされる突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する、方法。
【請求項２】
　患者の自己ＡＰＣを、突然変異アミノ酸配列を提示するよう誘導することが、突然変異
アミノ酸配列を含むペプチド又はペプチドプールでＡＰＣをパルスすることを含み、プー
ル中の各ペプチドは異なる突然変異アミノ酸配列を含む、請求項１の方法。
【請求項３】
　患者の自己ＡＰＣを、突然変異アミノ酸配列を提示するよう誘導することが、突然変異
アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列をＡＰＣに導入することを含む、請求項１の
方法。
【請求項４】
　自己ＡＰＣに導入されるヌクレオチド配列がタンデムミニ遺伝子（ＴＭＧ）コンストラ
クトであり、各ミニ遺伝子が異なる遺伝子を含み、各遺伝子が突然変異アミノ酸配列をコ
ードするがん特異的突然変異を含む、請求項３の方法。
【請求項５】
　腫瘍の複数断片を患者から得ること、該複数断片からの自己Ｔ細胞のそれぞれを別々に
、突然変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣと共培養すること、及び複数断片のそれぞ
れからのＴ細胞を、突然変異アミノ酸配列に対する抗原特異性に関して別々に評価するこ
とを更に含む、請求項１～４のいずれか１項の方法。
【請求項６】
　突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する自己Ｔ細胞を選択することが、突然変
異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する自己Ｔ細胞を選択的に増殖させることを含む、
請求項１～５のいずれか１項の方法。
【請求項７】
　突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する自己Ｔ細胞を選択することが、プログ
ラム細胞死１（ＰＤ－１）、リンパ球活性化遺伝子３（ＬＡＧ－３）、Ｔ細胞免疫グロブ
リン及びムチンドメイン３（ＴＩＭ－３）、４－１ＢＢ、ＯＸ４０、及びＣＤ１０７ａの
いずれか１以上を発現するＴ細胞を選択することを含む、請求項１～６のいずれか１項の
方法。
【請求項８】
　突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する自己Ｔ細胞を選択することが、（ｉ）
突然変異アミノ酸配列を提示するＡＰＣとの共培養に際して、ネガティブコントロールに
よって分泌される１以上のサイトカインの量と比較して、より多くの量の１以上のサイト
カインを分泌するか、又は（ｉｉ）突然変異アミノ酸配列を提示するＡＰＣとの共培養に
際して、１以上のサイトカインを分泌するネガティブコントロールＴ細胞の数と比較して
、少なくとも２倍の多さの数のＴ細胞が１以上のサイトカインを分泌するＴ細胞を選択す
ることを含む、請求項１～７のいずれか１項の方法。
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【請求項９】
　１以上のサイトカインが、インターフェロン（ＩＦＮ）－γ、インターロイキン（ＩＬ
）－２、腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦ－α）、顆粒球／単球コロニー刺激因子（ＧＭ－
ＣＳＦ）、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１７及びＩＬ－２２を含
む、請求項８の方法。
【請求項１０】
　がん細胞の核酸中の１以上の遺伝子を同定することが、がん細胞の全エクソーム、全ゲ
ノム、又は全トランスクリプトームを配列決定すること含む、請求項１～９のいずれか１
項の方法。
【請求項１１】
　がん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有
するＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現する細胞集団を調製する方法であって、
請求項１～１０のいずれか１項の方法により、ＴＣＲ又はその抗原結合部分を単離するこ
と、及び
単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードするヌクレオチド配列を末梢血単核細胞
（ＰＢＭＣ）に導入して、ＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現する細胞を得ること
を含む、方法。
【請求項１２】
　ＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現するＰＢＭＣの数を増幅することを更に含む、請求
項１１の方法。
【請求項１３】
　請求項１～１０のいずれか１項の方法により単離された、ＴＣＲ又はその抗原結合部分
。
【請求項１４】
　請求項１１又は１２により調製された、単離された細胞集団。
【請求項１５】
　（ａ）請求項１３のＴＣＲ若しくはその抗原結合部分、又は（ｂ）請求項１４の、単離
されたＴ細胞集団、及び
医薬的に許容可能な担体
を含む、医薬組成物。
【請求項１６】
　哺乳動物におけるがんの治療又は予防において使用するための、請求項１３のＴＣＲ若
しくはその抗原結合部分、請求項１４の単離された細胞集団、又は請求項１５の医薬組成
物。
【請求項１７】
　がんが上皮癌である、請求項１６に記載の使用のための、ＴＣＲ若しくはその抗原結合
部分、単離された細胞集団、又は医薬組成物。
【請求項１８】
　がんが胆管がん、黒色腫、結腸がん又は直腸がんである、請求項１６に記載の使用のた
めの、ＴＣＲ若しくはその抗原結合部分、単離された細胞集団又は医薬組成物。
【請求項１９】
　ＰＢＭＣが患者に対して自己である、請求項１６～１８のいずれか１項に記載の使用の
ための、単離された細胞集団、又は単離された細胞集団を含む医薬組成物。
【請求項２０】
　ＰＢＭＣが患者に対して同種異系である、請求項１６～１８のいずれか１項に記載の使
用のための、単離された細胞集団、又は単離された細胞集団を含む医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
電子提出された物件の参照による組み込み
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　本明細書と同時提出され、且つ、以下の通り識別されるコンピューター可読のヌクレオ
チド／アミノ酸の配列表が、参照により、本明細書中にその全体が組み込まれる：２０１
４年９月１５日付ファイル名「７１８２９１ＳＴ２５．ＴＸＴ」、２９，５７７バイトの
ＡＳＣＩＩ（テキスト）ファイル１件。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　抗がん抗原Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）を発現するよう遺伝学的に操作された細胞を用いる
養子細胞療法（ＡＣＴ）は、一部のがん患者において有益な臨床反応をもたらし得る。そ
れにもかかわらず、がんや他の病気を、ＴＣＲを操作した細胞を使用して、首尾よく広範
に治療することへの障害が残っている。例えば、がん抗原を特異的に認識するＴＣＲは、
同定すること及び／又は患者から単離することが困難であり得る。従って、がん反応性Ｔ
ＣＲを得る方法の改善についてのニーズがある。
【発明の概要】
【０００３】
発明の要旨
　本発明の一実施形態は、がん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配
列に対し抗原特異性を有するＴＣＲ又はその抗原結合部分を単離する方法であって、それ
ぞれの遺伝子が、突然変異アミノ酸配列をコードするがん特異的突然変異を含有する、患
者のがん細胞の核酸中の１以上の遺伝子を同定すること；患者の自己抗原提示細胞（ＡＰ
Ｃ）を、突然変異アミノ酸配列を提示するよう誘導すること；患者の自己Ｔ細胞と、突然
変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣとを共培養すること；（ａ）突然変異アミノ酸配
列を提示する自己ＡＰＣと共培養されて、且つ（ｂ）患者によって発現される主要組織適
合性複合体（ＭＨＣ）分子の関係で提示される突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を
有する、自己Ｔ細胞を選択すること；及び選択された自己Ｔ細胞から、ＴＣＲ又はその抗
原結合部分をコードするヌクレオチド配列を単離することを含み、ＴＣＲ又はその抗原結
合部分は、がん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配列に対し抗原特
異性を有する、方法を提供する。
【０００４】
　本発明の別の実施形態は、がん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸
配列に対し抗原特異性を有する、ＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現する細胞集団を調製
する方法であって、それぞれの遺伝子が、突然変異アミノ酸配列をコードするがん特異的
突然変異を含有する、患者のがん細胞の核酸中の１以上の遺伝子を同定すること；患者の
自己ＡＰＣを、突然変異アミノ酸配列を提示するよう誘導すること；患者の自己Ｔ細胞と
、突然変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣとを共培養すること；（ａ）突然変異アミ
ノ酸配列を提示する自己ＡＰＣと共培養されて、且つ（ｂ）患者によって発現されるＭＨ
Ｃ分子の関係で提示される突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する、自己Ｔ細胞
を選択すること；選択された自己Ｔ細胞から、ＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードする
ヌクレオチド配列を単離すること（ＴＣＲ又はその抗原結合部分は、がん特異的突然変異
によってコードされる突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する）；及び単離され
たＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードするヌクレオチド配列を末梢血単核細胞（ＰＢＭ
Ｃ）に導入し、ＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現する細胞を得ることを含む、方法を提
供する。
【０００５】
　本発明のさらなる実施形態は、関連する細胞集団、ＴＣＲ又はその抗原結合部分、医薬
組成物、及びがんを治療又は予防する方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【０００６】
【図１】図１Ａは、３７３７－ＴＩＬと、ＯＫＴ３、又は緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）
ＲＮＡ若しくは表示したタンデムミニ遺伝子（ＴＭＧ）コンストラクトをトランスフェク
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ションした樹状細胞（ＤＣ）との、２０時間の共培養後に、インターフェロン（ＩＦＮ）
－γ酵素結合免疫吸着スポット（ＥＬＩＳＰＯＴ）アッセイによって測定した、１ｘ１０
３（１ｅ３）細胞あたりのスポット数を示すグラフである。「＞」は、１×１０３細胞あ
たり５００超のスポットを示す。モックトランスフェクションした細胞は、核酸の添加な
しで、トランスフェクション試薬のみで処理した。図１Ｂは、ＯＫＴ３或いはＧＦＰ　Ｒ
ＮＡ、ＴＭＧ－１、又は表示した野生型（ｗｔ）遺伝子ＡＬＫ、ＣＤ９３、ＥＲＢＢ２Ｉ
Ｐ、ＦＣＥＲ１Ａ、ＧＲＸＣＲ１、ＫＩＦ９、ＮＡＧＳ、ＮＬＲＰ２、若しくはＲＡＣ３
をトランスフェクションしたＤＣとの共培養後の、ＯＸ４０＋である、ＣＤ４＋の３７３
７－ＴＩＬのパーセンテージを示すグラフである。モックトランスフェクションした細胞
は、核酸の添加なしで、トランスフェクション試薬のみで処理した。
【図２】図２Ａ～２Ｃは、何もなしでか、又は表示したＨＬＡ遮断抗体（ＭＨＣ－１、Ｍ
ＨＣ－ＩＩ、ＨＬＡ－ＤＰ、ＨＬＡ－ＤＱ、若しくはＨＬＡ－ＤＲ）と前培養していた、
ＴＭＧ－１をトランスフェクションしたＤＣ（Ａ）又は６２４－ＣＩＩＴＡ細胞（（Ｂ）
及び（Ｃ））と共培養した３７３７－ＴＩＬ（Ａ）、ＤＭＦ５Ｔ細胞（Ｂ）、又はＴ４Ｔ
細胞（Ｃ）について、２０時間目において、ＩＦＮ－γＥＬＩＳＰＯＴアッセイによって
測定した、１×１０３（１ｅ３）細胞あたりのスポット数を示すグラフである（Ａ～Ｃ）
。図２Ｄは、ＤＭＳＯ、突然変異（ｍｕｔ）ＡＬＫ又はｍｕｔＥＲＢＢ２ＩＰの２５アミ
ノ酸（－ＡＡ）長ペプチドで一晩パルスした、自己ＤＱ－０３０１／－０６０１Ｂ細胞（
灰色の棒）又はＨＬＡ－ＤＱ０５／０６０１遺伝子座（黒色の棒）若しくはＨＬＡ－ＤＱ
－０２０１／０３０１遺伝子座（斜線なしの棒）において一部適合する同種異系ＥＢＶ－
Ｂ細胞と共培養した３７３７－ＴＩＬについて、２０時間目においてＩＦＮ－γＥＬＩＳ
ＰＯＴアッセイによって測定した、１×１０３（１ｅ３）細胞あたりのスポット数を示す
グラフである。ＥＴＧＨＬＥＮＧＮＫＹＰＮＬＥ（配列番号５３）；図２Ｅは、ｍｕｔＥ
ＲＢＢ２ＩＰの２５アミノ酸ペプチドＴＳＦＬＳＩＮＳＫＥＥＴＧＨＬＥＮＧＮＫＹＰＮ
ＬＥ（配列番号７３）又は表示した、切断型ｍｕｔＥＲＢＢ２ＩＰペプチドＦＬＳＩＮＳ
ＫＥＥＴＧＨＬＥＮＧＮＫＹＰＮＬＥ（配列番号３０）、ＳＩＮＳＫＥＥＴＧＨＬＥＮＧ
ＮＫＹＰＮＬＥ（配列番号３１）、ＮＳＫＥＥＴＧＨＬＥＮＧＮＫＹＰＮＬＥ（配列番号
３２）、ＫＥＥＴＧＨＬＥＮＧＮＫＹＰＮＬＥ（配列番号３３）、ＥＴＧＨＬＥＮＧＮＫ
ＹＰＮＬＥ（配列番号５３）、ＴＳＦＬＳＩＮＳＫＥＥＴＧＨＬ（配列番号３４）、ＴＳ
ＦＬＳＩＮＳＫＥＥＴＧＨＬＥＮ（配列番号３５）、ＴＳＦＬＳＩＮＳＫＥＥＴＧＨＬＥ
ＮＧＮ（配列番号３６）、ＴＳＦＬＳＩＮＳＫＥＥＴＧＨＬＥＮＧＮＫＹ（配列番号３７
）、若しくはＴＳＦＬＳＩＮＳＫＥＥＴＧＨＬＥＮＧＮＫＹＰＮ（配列番号３８）で一晩
パルスした自己Ｂ細胞と共培養した３７３７－ＴＩＬについて、２０時間目において、Ｉ
ＦＮ－γＥＬＩＳＰＯＴアッセイにより測定した１×１０３（１ｅ３）細胞あたりのスポ
ット数を示すグラフである。
【図３】図３Ａは、生きている、ＣＤ４＋（陰影付き）Ｔ細胞又はＣＤ８＋（陰影なし）
Ｔ細胞にゲートしたフローサイトメトリーによって測定した、３７３７－ＴＩＬ中の様々
なＴＣＲＶβクローン型のパーセンテージを示すグラフである。図３Ｂは、３７３７－Ｔ
ＩＬの養子細胞移入０日目（矢印で表示）前後の、表示した日数で測定した、患者３７３
７の血清サンプル中で検出したＩＦＮ－γ量（ｐｇ／ｍｌ）を示すグラフである。エラー
バーは平均の標準誤差（ＳＥＭ）である。図３Ｃは、細胞移入０日目（矢印で表示）に対
する、表示した月数での全腫瘍負荷（丸）（前処置基準の％として測定）又は肺（三角）
若しくは肝臓（四角）における腫瘍負荷を示すグラフである。図３Ｄは、フローサイトメ
トリーによって測定した、ＣＤ４＋Ｖβ２２－ＯＸ４０＋の３７３７－ＴＩＬにおける、
種々のＴＣＲＶβクローン型のパーセンテージを示すグラフである。
【図４】図４Ａ及び４Ｂは、３７３７－ＴＩＬを用いた養子細胞移入前後（細胞移入前の
腫瘍（菱形）及び細胞移入後の種々の腫瘍（Ｔｕ－１－Ｐｏｓｔ（四角）、Ｔｕ－２－Ｐ
ｏｓｔ（▲）、及びＴｕ－３－Ｐｏｓｔ（▼）））の様々な時点で、患者３７３７の血液
（丸）中の、２のＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異特異的ＴＣＲβ－ＣＤＲ３クローン型、Ｖβ２
２＋（Ａ）及びＶβ５．２＋（Ｂ）の頻度を示すグラフである。陰影付きの棒は、移入細
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胞（３７３７－ＴＩＬ）における２のＥＲＢＢ２ＩＰ－突然変異特異的ＴＣＲβ－ＣＤＲ
３クローン型、Ｖβ２２＋（Ａ）及びＶβ５．２＋（Ｂ）の頻度を示す。「Ｘ」は「検出
なし」を示す。図４Ｃは、３７３７－ＴＩＬ（Ｔ細胞）及び種々の養子細胞移入前（Ｔｕ
－Ｐｒｅ）及び後（Ｔｕ－１－ｐｏｓｔ、Ｔｕ－２－ｐｏｓｔ及びＴｕ－３－ｐｏｓｔ）
の腫瘍における、ＡＣＴＢと比べたＥＲＢＢ２ＩＰの発現を示すグラフである。図４Ｄは
、細胞移入（矢印で表示）に対する、表示した月数における全腫瘍負荷（丸）（前処置基
準の％として測定）又は肺（三角）若しくは肝臓（四角）における腫瘍負荷を示すグラフ
である。
【図５Ａ】図５Ａは、同定した、突然変異した６アミノ酸残基（そのＮ－及びＣ－末端に
、両側の１２アミノ酸が隣接する）を含有するポリペプチドをコードするタンデムミニ遺
伝子（ＴＭＧ）コンストラクトの一例の模式図である。突然変異ＫＩＦ２Ｃ配列は、ＤＳ
ＳＬＱＡＲＬＦＰＧＬＴＩＫＩＱＲＳＮＧＬＩＨＳ（配列番号５７）である。
【図５Ｂ】図５Ｂは、自己メラニン細胞又はＨＬＡ－Ａ＊０２０５及びＴＭＧコンストラ
クトＲＪ－１（図９Ａに示す構造）、ＲＪ－２、ＲＪ－３、ＲＪ－４、ＲＪ－５、ＲＪ－
６、ＲＪ－７、ＲＪ－８、ＲＪ－９、ＲＪ－１０、ＲＪ－１１、ＲＪ－１２、若しくは空
のベクターを共トランスフェクションしたＣＯＳ－７細胞と一晩共培養したＴＩＬ２３５
９Ｔ細胞によって分泌されるＩＦＮ－γ量（ｐｇ／ｍＬ）を示すグラフである。
【図５Ｃ】図５Ｃは、ＨＬＡ－Ａ＊０２０５及びＲＪ－１変異体をトランスフェクション
したＣＯＳ－７細胞と共培養したＴＩＬ２３５９によって分泌されたＩＦＮ－γ量（ｐｇ
／ｍＬ）を示すグラフである（表中、「ｗｔ」と表示した遺伝子を、ＷＴ配列に再変換し
た）。ＫＩＦ２Ｃ　ＷＴ配列はＤＳＳＬＱＡＲＬＦＰＧＬＡＩＫＩＱＲＳＮＧＬＩＨＳ（
配列番号６５）である。
【図５Ｄ】図５Ｄは、ＨＬＡ　ｃＤＮＡコンストラクト（左から右の各棒で特定される）
：ＨＬＡ－Ａ＊０１０１（陰影なしの棒）、ＨＬＡ－Ａ＊０２０１（灰色の棒）、又はＨ
ＬＡ－Ａ＊０２０５（黒色の棒）と共に、空のベクター、ＫＩＦ２Ｃ　ＷＴ、又は突然変
異ＫＩＦ２ＣのｃＤＮＡコンストラクトをトランスフェクションしたＣＯＳ－７細胞と共
培養したＴＩＬ２３５９によって分泌されたＩＦＮ－γ量（ｐｇ／ｍＬ）を示すグラフで
ある。
【図５Ｅ】図５Ｅは、種々の濃度（μＭ）のＫＩＦ２Ｃ１０－１９　ＷＴ（ＲＬＦＰＧＬ
ＡＩＫＩ；配列番号５８）（グラフ中の下の線）又は突然変異ＫＩＦ２Ｃ１０－１９（Ｒ
ＬＦＰＧＬＴＩＫＩ；配列番号５９）（グラフ中の上の線）でパルスした、ＨＬＡ－Ａ＊

０２０５を安定に発現するＨＥＫ２９３細胞と一晩共培養したＴＩＬ２３５９Ｔ細胞によ
って分泌されたＩＦＮ－γ量（ｐｇ／ｍＬ）を示すグラフである。
【図６Ａ】図６Ａは、自己メラニン細胞又は、空のベクター若しくはＤＷ－１～ＤＷ－３
７から成る群から選択されたＴＭＧコンストラクトをトランスフェクションした、ＨＬＡ
－Ｃ＊０７０１を安定に発現するＨＥＫ２９３細胞と共培養したＴＩＬ２５９１Ｔ細胞に
よって分泌されるＩＦＮ－γ量（ｐｇ／ｍＬ）を示すグラフである。
【図６Ｂ】図６Ｂは、ＴＭＧコンストラクトＤＷ－６の構造を示す模式図である。突然変
異ＰＯＬＡ２配列は、ＴＩＩＥＧＴＲＳＳＧＳＨＦＶＦＶＰＳＬＲＤＶＨＨＥ（配列番号
６４）である。
【図６Ｃ】図６Ｃは、ＨＬＡ－Ｃ＊０７０１及びＤＷ－６変異体をトランスフェクション
したＣＯＳ－７細胞と共培養したＴＩＬ２５９１によって分泌されたＩＦＮ－γ量（ｐｇ
／ｍＬ）を示すグラフである（表中、「ｗｔ」と表示した遺伝子を、ＷＴ配列に再変換し
た）。ＰＯＬＡ２　ＷＴ配列は、ＴＩＩＥＧＴＲＳＳＧＳＨＬＶＦＶＰＳＬＲＤＶＨＨＥ
（配列番号６６）である。
【図６Ｄ】図６Ｄは、ＨＬＡ　ｃＤＮＡコンストラクト（左から右の各バーで特定される
）：ＨＬＡ－Ｃ＊０４０１（陰影なしの棒）、ＨＬＡ－Ｃ＊０７０１（灰色の棒）、又は
ＨＬＡ－Ｃ＊０７０２（黒色の棒）と共に、空のベクター、ＰＯＬＡ２　ＷＴ、又は突然
変異ＰＯＬＡ２のｃＤＮＡコンストラクトをトランスフェクションしたＣＯＳ－７細胞と
共培養したＴＩＬ２５９１によって分泌されたＩＦＮ－γ量（ｐｇ／ｍＬ）を示すグラフ
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である。
【図６Ｅ】図６Ｅは、種々の濃度（μＭ）のＰＯＬＡ２４１３－４２２　ＷＴ（ＴＲＳＳ
ＧＳＨＬＶＦ；配列番号６７）（グラフ中の下の線）又は突然変異ＰＯＬＡ２４１３－４

２２（ＴＲＳＳＧＳＨＦＶＦ；配列番号６８）（グラフ中の上の線）でパルスした、ＨＬ
Ａ－Ｃ＊０７０１を安定に発現するＨＥＫ２９３細胞と、一晩共培養したＴＩＬ２５９１
Ｔ細胞によって分泌されたＩＦＮ－γ量（ｐｇ／ｍＬ）を示すグラフである。
【図７】図７Ａ～７Ｆは、突然変異反応性細胞の第２回投与の前（Ａ～Ｃ）及び６ヶ月後
（Ｄ～Ｆ）に撮影した、患者３７３７の肺のコンピューター断層撮影（ＣＴ）スキャンで
ある。矢印はがん病変を指す。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
発明の詳細な説明
　本発明の一実施形態は、がん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配
列に対し抗原特異性を有するＴＣＲ又はその抗原結合部分を単離する方法を提供する。本
発明は多くの利点を提供する。例えば、本発明の方法は、患者の全ＭＨＣ分子拘束性の多
数の突然変異を、一度に迅速に評価し得、患者の突然変異反応性Ｔ細胞の全レパートリー
を同定し得る。更に、本発明の方法は、免疫原性がん突然変異を、（ａ）がん特異的サイ
レント突然変異（突然変異アミノ酸配列をコードしない）及び（ｂ）非免疫原性アミノ酸
配列をコードするがん特異的突然変異と区別することにより、ＴＣＲ又はその抗原結合部
分によって標的とされ得る１以上のがん特異的突然変異アミノ酸配列を同定し得る。更に
、本発明は、患者に特有のがん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配
列に対し抗原特異性を有するＴＣＲ又はその抗原結合部分を提供し得、それにより、患者
のがんを治療又は予防するのに有用であり得る、「個人向け」のＴＣＲ又はその抗原結合
部分を提供する。本発明の方法はまた、例えばｃＤＮＡライブラリーを用いるもの等の、
がん抗原を同定する従来の方法における固有の技術的バイアスを回避し得、それらの方法
よりも時間と労力が少ない場合もある。例えば、本発明の方法は、Ｔ細胞と、特に上皮が
ん（例）に関して作製が困難であり得る腫瘍細胞株とを共培養することなく、突然変異応
答性Ｔ細胞を選択し得る。特定の理論又はメカニズムには縛られないが、本発明の方法は
、正常な非がん性細胞の破壊を最少化又は回避し、それによって毒性を低減又は除去しつ
つ、がん細胞の破壊を目的とするＴＣＲ又はその抗原結合部分を同定及び単離し得ると考
えられる。従って、本発明はまた、例えば、化学療法単独、外科手術又は放射線等の他の
タイプの治療に反応しないがん等のがんを、首尾よく治療又は予防するＴＣＲ又はその抗
原結合部分を提供し得る。
【０００８】
　該方法は、それぞれの遺伝子が、突然変異アミノ酸配列をコードするがん特異的突然変
異を含有する、患者のがん細胞の核酸中の１以上の遺伝子を同定することを含み得る。が
ん細胞は、腫瘍細胞又はがん細胞を含有するか、又は含有することが予想される患者由来
の任意の身体試料から得られ得る。身体試料は、血液、原発腫瘍から若しくは転移腫瘍か
ら得られた組織サンプル等の任意の組織サンプル、又は腫瘍若しくはがん細胞を含有する
他の任意のサンプルであり得る。がん細胞の核酸は、ＤＮＡであってもＲＮＡであっても
よい。
【０００９】
　がん特異的突然変異を同定するために、該方法は、正常な非がん性細胞のＤＮＡ又はＲ
ＮＡ等の核酸を配列決定し、がん細胞の配列を正常な非がん性細胞の配列と比較すること
を更に含み得る。正常な非がん性細胞は、患者又は異なる個体から得られ得る。
【００１０】
　がん特異的突然変異は、突然変異アミノ酸配列（「非サイレント突然変異」とも言われ
る）をコードし、がん細胞において発現するが、正常の非がん性細胞ではしない任意の遺
伝子における任意の突然変異であり得る。本発明の方法において同定され得るがん特異的
突然変異の非限定的な例としては、ミスセンス、ナンセンス、挿入、欠失、重複、フレー
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ムシフト及びリピート伸長変異（ｒｅｐｅａｔ　ｅｘｐａｎｓｉｏｎ　ｍｕｔａｔｉｏｎ
）が挙げられる。本発明の一実施形態においては、該方法は、突然変異アミノ酸配列をコ
ードするがん特異的突然変異を含有する、少なくとも１の遺伝子を同定することを含む。
しかし、本発明の方法を用いて同定され得る、かかるがん特異的突然変異を含有する遺伝
子の数は限定されず、１超（例えば、約２、約３、約４、約５、約１０、約１１、約１２
、約１３、約１４、約１５、約２０、約２５、約３０、約４０、約５０、約６０、約７０
、約８０、約９０、約１００、約１５０、約２００、約４００、約６００、約８００、約
１０００、約１５００、約２０００若しくはそれ以上、又は上記の値のうちの任意の２つ
によって規定される範囲）の遺伝子が挙げられ得る。同様に、本発明の一実施形態におい
ては、該方法は、突然変異アミノ酸配列をコードする、少なくとも１のがん特異的突然変
異を同定することを含む。しかし、本発明の方法を用いて同定され得る、かかるがん特異
的突然変異の数は限定されず、１超（例えば、約２、約３、約４、約５、約１０、約１１
、約１２、約１３、約１４、約１５、約２０、約２５、約３０、約４０、約５０、約６０
、約７０、約８０、約９０、約１００、約１５０、約２００、約４００、約６００、約８
００、約１０００、約１５００、約２０００若しくはそれ以上、又は上記の値のうちの任
意の２つによって規定される範囲）のがん特異的突然変異が挙げられ得る。１超のがん特
異的突然変異が同定される実施形態においては、がん特異的突然変異は、同一の遺伝子又
は異なる遺伝子中に位置し得る。
【００１１】
　一実施形態においては、がん細胞の核酸中の１以上の遺伝子を同定することは、がん細
胞の全エクソーム、全ゲノム、又は全トランスクリプトームを配列決定することを含む。
配列決定は、当該技術分野で公知の、任意の好適な様態で行われ得る。本発明の方法にお
いて有用であり得る配列決定技術の例としては、次世代配列決定（ＮＧＳ）（「大規模並
列配列決定技術」とも言われる）又は第３世代配列決定（Ｔｈｉｒｄ　Ｇｅｎｅｒａｔｉ
ｏｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）が挙げられる。ＮＧＳは、非サンガーベースのハイスルー
プットＤＮＡ配列決定技術を指す。ＮＧＳにより、数百万又は数十億のＤＮＡ鎖が並行し
て配列決定され得、相当に高いスループットをもたらし、ゲノムのサンガー配列決定によ
く用いられる、フラグメントクローニング法に対する必要性を最小限に抑える。ＮＧＳに
おいては、ゲノム全体を小断片に分割することによって、核酸テンプレートが、ゲノム全
体にわたって、並行してランダムに読み取られ得る。ＮＧＳは、好都合なことに、非常に
短い期間、例、約１～約２週以内、好ましくは約１～約７日以内、又は、最も好ましくは
２４時間未満の時間内に、ゲノム、エクソーム又はトランスクリプトーム全体の核酸配列
情報を提供し得る。市販されているか、又は文献に記載されている複数のＮＧＳプラット
フォームが、本発明の方法に関連して用いられ得る（例、Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
．Ｇｅｎｅｔ．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，３８（３）：９５－１０９（２０１１）及びＶｏｅｌ
ｋｅｒｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，５５：６４１
－６５８（２００９）に記載されたもの）。
【００１２】
　ＮＧＳの技術及びプラットフォームの非限定的な例としては、（ＧＳ－ＦＬＸ　４５４
　ゲノムシークエンサー，４５４　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｂｒａｎｆｏｒｄ，Ｃ
Ｔ）、ＩＬＬＵＭＩＮＡ　ＳＯＬＥＸＡゲノムアナライザー（Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｉｎｃ
．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）、若しくはＩＬＬＵＭＩＮＡ　ＨＩＳＥＱ　２０００ゲ
ノムアナライザー（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）を用いて（例）、又はＲｏｎａｇｈｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８１（５３７５）：３６３－３６５（１９９８）（例）に記載
の通りに、行われるような）１塩基合成（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ－ｂｙ－ｓｙｎｔｈｅｓ
ｉｓ）（「パイロシークエンシング」としても知られる）、（ＳＯＬＩＤプラットフォー
ム（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ
，ＣＡ）又はＰＯＬＯＮＡＴＯＲ　Ｇ．００７プラットフォーム（Ｄｏｖｅｒ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ，Ｓａｌｅｍ，ＮＨ）を用いて（例）行われるような）シークエンシング・バイ・
ライゲーション（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ－ｂｙ－ｌｉｇａｔｉｏｎ）、（ＰＡＣＢＩＯ　
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ＲＳ　ｓｙｓｔｅｍ（Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｍｅｎｌｏ　Ｐａｒｋ
，ＣＡ）又はＨＥＬＩＳＣＯＰＥ　ｐｌａｔｆｏｒｍ（Ｈｅｌｉｃｏｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）を用いて（例）行われるような）単一分子配列決
定、（Ｏｘｆｏｒｄ　Ｎａｎｏｐｏｒｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｏｘｆｏｒｄ，Ｕ
Ｋ）のＧＲＩＤＯＮプラットフォーム、Ｎａｂｓｙｓ（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｅ，ＲＩ）に
よって開発されたハイブリダイゼーション・アシステッドナノポアシークエンンシング（
ＨＡＮＳ）プラットフォーム、プローブ－アンカーライゲーション（ｃＰＡＬ）と呼ばれ
るＤＮＡナノボール（ＤＮＢ）テクノロジーによる、リガーゼベースのＤＮＡ配列決定プ
ラットフォームを用いて（例）行われるような）単一分子配列決定のための技術、単一分
子配列決定のための電子顕微鏡ベースの技術、及びイオン半導体シークエンシングが挙げ
られる。
【００１３】
　該方法は、患者の自己抗原提示細胞（ＡＰＣ）を、突然変異アミノ酸配列を提示するよ
う誘導することを含み得る。ＡＰＣとしては、それらの細胞表面上の主要組織適合複合体
（ＭＨＣ）分子と関係して、タンパク質のペプチド断片を提示する任意の細胞が挙げられ
得る。ＡＰＣとしては、例えば、マクロファージ、ＤＣ、ランゲルハンス細胞、Ｂリンパ
球及びＴ細胞のうちの任意の１以上が挙げられ得る。好ましくは、ＡＰＣはＤＣである。
本発明の方法は、患者からの自己ＡＰＣを用いることによって、好都合なことに、患者に
発現するＭＨＣ分子の関係で提示されるがん特異的突然変異によってコードされる突然変
異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するＴＣＲ又はその抗原結合部分を同定し得る。Ｍ
ＨＣ分子は、ＭＨＣクラスＩ、ＭＨＣクラスＩＩ、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ、ＨＬＡ－Ｃ
、ＨＬＡ－ＤＭ、ＨＬＡ－ＤＯ、ＨＬＡ－ＤＰ、ＨＬＡ－ＤＱ及びＨＬＡ－ＤＲ分子が挙
げられるが、これらに限定されない、患者によって発現される任意のＭＨＣ分子であり得
る。本発明の方法は、例えば、いくつかのＭＨＣクラスＩ対立遺伝子を選択する（ａ　ｓ
ｅｌｅｃｔ　ｆｅｗ　ＭＨＣ　ｃｌａｓｓ　Ｉ　ａｌｌｅｌｅｓ）ためのみに有用であり
得、突然変異反応性Ｔ細胞を選択するための試薬（例えば、ＭＨＣテトラマーの不完全な
セット）の入手が限られていることによって制約され得る、ＭＨＣ分子又は突然変異アミ
ノ酸配列を同定するためのエピトープ予測アルゴリズムを用いることなく、患者によって
発現される任意のＭＨＣ分子の関係で提示される突然変異アミノ酸配列を、好都合に同定
し得る。従って、本発明の一実施形態においては、本発明の方法は、患者によって発現さ
れる任意のＭＨＣ分子の関係において提示される突然変異アミノ酸配列を、好都合に同定
し、任意の特定のＭＨＣ分子に制限されない。好ましくは、自己ＡＰＣは、抗原陰性自己
ＡＰＣである。
【００１４】
　患者の自己ＡＰＣを、突然変異アミノ酸配列を提示するよう誘導することは、当該技術
分野で公知の、任意の好適な方法を用いて行われ得る。本発明の一実施形態においては、
患者の自己ＡＰＣを、突然変異アミノ酸配列を提示するよう誘導することは、突然変異ア
ミノ酸配列を含むペプチド又はペプチドプールで自己ＡＰＣをパルスすることを含み、プ
ール中の各ペプチドは、異なる突然変異アミノ酸配列を含む。プール中の突然変異アミノ
酸配列の各々は、がん特異的突然変異を含有する遺伝子によってコードされ得る。これに
関して、自己ＡＰＣは、ＡＰＣがペプチド（複数可）を内在化させ、ＭＨＣ分子に結合し
た突然変異アミノ酸配列（複数可）を細胞膜上に提示するような様態で、突然変異アミノ
酸配列を含むペプチド又はペプチドのプールと共に培養され得る。１超の遺伝子が同定さ
れ、各遺伝子が突然変異アミノ酸配列をコードするがん特異的突然変異を含有する実施形
態においては、該方法は、プール中の各ペプチドが異なる突然変異アミノ酸配列を含むペ
プチドプールで、自己ＡＰＣをパルスすることを含み得る。ＡＰＣをパルスする方法は、
当該技術分野で公知であり、Ｓｏｌｈｅｉｍ（Ｅｄ．），Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｐｒｏｃｅｓ
ｓｉｎｇ　ａｎｄ　Ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ），Ｈｕｍａｎ　Ｐｒｅｓｓ，（２０１０）
（例）に記載の通りである。ＡＰＣをパルスするために使用されるペプチド（複数可）と
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しては、がん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸（複数可）が挙げら
れ得る。ペプチド（複数可）は、突然変異アミノ酸（複数可）のカルボキシル側及びアミ
ノ側のそれぞれに、同定された遺伝子によってコードされる内因性タンパク質由来の、任
意の好適な数の、連続したアミノ酸を更に含み得る。突然変異の各側に隣接する、内在性
タンパク質由来の連続したアミノ酸の数は限定されず、例えば、約４、約５、約６、約７
、約８、約９、約１０、約１１、約１２、約１３、約１４、約１５、約１６、約１７、約
１８、約１９、約２０、又は上記の値のいずれか２つによって規定される範囲であり得る
。好ましくは、ペプチド（複数可）は、突然変異アミノ酸（複数可）の各側に、内因性タ
ンパク質由来の約１２の連続したアミノ酸を含む。
【００１５】
　本発明の一実施形態においては、患者の自己ＡＰＣを、突然変異アミノ酸配列を提示す
るよう誘導することは、突然変異アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を、ＡＰＣ
に導入することを含む。ヌクレオチド配列はＡＰＣに導入され、ＡＰＣは突然変異アミノ
酸配列を発現し、ＭＨＣ分子に結合させて、細胞膜上に提示する。突然変異アミノ酸をコ
ードするヌクレオチド配列は、ＲＮＡであってもＤＮＡであってもよい。ＡＰＣへのヌク
レオチド配列の導入は、Ｓｏｌｈｅｉｍ　ｅｔ　ａｌ．（上記）（例）に記載の通りに、
当該技術分野で公知の、異なる様々な方法のいずれかで行われ得る。ＡＰＣへのヌクレオ
チド配列の導入に有用な技術の非限定的な例としては、形質転換、形質導入、トランスフ
ェクション、及びエレクトロポレーションが挙げられる。１超の遺伝子が同定される実施
形態においては、該方法は、それぞれが、異なる遺伝子によってコードされる突然変異ア
ミノ酸配列をコードする、１超のヌクレオチド配列を調製すること、及び各ヌクレオチド
配列を自己ＡＰＣの、異なる集団に導入することを含み得る。これに関して、各集団が、
異なる突然変異アミノ酸配列を発現し提示する、自己ＡＰＣの複数の集団が得られ得る。
【００１６】
　１超の遺伝子が同定され、各遺伝子が突然変異アミノ酸配列をコードするがん特異的突
然変異を含有する実施形態においては、該方法は、１超の遺伝子をコードするヌクレオチ
ド配列を導入することを含み得る。これに関して、本発明の一実施形態においては、自己
ＡＰＣに導入されるヌクレオチド配列は、ＴＭＧコンストラクトであり、各ミニ遺伝子は
異なる遺伝子を含み、各遺伝子は突然変異アミノ酸配列をコードするがん特異的突然変異
を含む。各ミニ遺伝子は、本発明の他の態様に関して本明細書に記載される通り、本発明
の方法によって同定された１の突然変異（突然変異の各側に、同定された遺伝子によって
コードされる内在性タンパク質からの、任意の好適な数の連続したアミノ酸が隣接する）
をコードし得る。コンストラクト中のミニ遺伝子の数は限定されず、例えば、約５、約１
０、約１１、約１２、約１３、約１４、約１５、約２０、約２５若しくはそれ以上、又は
上記の値のうちの任意の２つにより規定される範囲が挙げられ得る。ＡＰＣは、ＴＭＧコ
ンストラクトによってコードされる突然変異アミノ酸配列を発現し、ＭＨＣ分子に結合し
た突然変異アミノ酸配列を細胞膜上に提示する。一実施形態においては、該方法は、各コ
ンストラクトが、異なる遺伝子によってコードされた突然変異アミノ酸配列の異なるセッ
トをコードする、１超のＴＭＧコンストラクトを調製すること、及び各ＴＭＧコンストラ
クトを自己ＡＰＣの異なる集団に導入することを含む。これに関して、各集団が、異なる
ＴＭＧコンストラクトによってコードされる突然変異アミノ酸配列を発現し提示する、自
己ＡＰＣの複数の集団が得られ得る。
【００１７】
　該方法は、患者の自己Ｔ細胞と、突然変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣとを培養
することを含み得る。Ｔ細胞は、腫瘍、血液、骨髄、リンパ節、胸腺、又は他の組織若し
くは体液が挙げられるがこれらに限定されない、患者中の多くのソースから得られ得る。
Ｔ細胞には、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋二重陽性Ｔ細胞、ＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞（例、Ｔｈ１
細胞及びＴｈ２細胞）、ＣＤ８＋Ｔ細胞（例、細胞傷害性Ｔ細胞）、腫瘍浸潤細胞（例、
腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ））、末梢血Ｔ細胞、記憶Ｔ細胞、ナイーブＴ細胞などが挙げ
られるが、これらに限定されない、任意のタイプのＴ細胞が含まれ得、任意の発生段階の
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ものであり得る。Ｔ細胞は、ＣＤ８＋Ｔ細胞、ＣＤ４＋Ｔ細胞、又はＣＤ４＋及びＣＤ８
＋両方のＴ細胞であり得る。該方法は、自己Ｔ細胞が、ＡＰＣによって提示された突然変
異アミノ酸配列に特異的に結合し、免疫学的に認識するような様態で、Ｔ細胞がＡＰＣに
よって提示される突然変異アミノ酸配列に遭遇するように、自己Ｔ細胞と自己ＡＰＣとを
共培養することを含み得る。本発明の一実施形態においては、自己Ｔ細胞は、直接自己Ａ
ＰＣに接触して共培養される。
【００１８】
　該方法は、（ａ）突然変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣと共培養されて、且つ（
ｂ）患者によって発現されるＭＨＣ分子の関係で提示される突然変異アミノ酸配列に対し
抗原特異性を有する、自己Ｔ細胞を選択することを含み得る。語句「抗原特異性」は、本
明細書で用いる場合、自己Ｔ細胞によって発現されるＴＣＲ又はその抗原結合部分が、が
ん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配列に特異的に結合し得、免疫
学的に認識し得ることを意味する。選択することは、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特
異性を有するＴ細胞を同定し、それらを、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有さ
ないＴ細胞から分離することを含み得る。突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有す
る自己Ｔ細胞を選択することは、任意の好適な方法で行われ得る。本発明の一実施形態に
おいては、該方法は、例えば、自己Ｔ細胞の選択に先立って、インターロイキン（ＩＬ）
－２又はＩＬ－１５等のＴ細胞増殖因子と共培養することによって、又は本発明の他の態
様に関して本明細書に記載の通りに、自己Ｔ細胞の数を増幅することを含む。本発明の一
実施形態においては、該方法は、自己Ｔ細胞の選択に先立って、ＩＬ－２又はＩＬ－１５
等のＴ細胞増殖因子で、自己Ｔ細胞の数を増幅することを含まない。
【００１９】
　例えば、自己Ｔ細胞と、突然変異アミノ酸配列を提示するＡＰＣとの共培養の際に、突
然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するＴ細胞は、突然変異アミノ酸配列に対し抗
原特異性を有するこれらのＴ細胞を同定するために用いられ得る、様々なＴ細胞活性化マ
ーカーのうちの任意の１以上を発現し得る。かかるＴ細胞活性化マーカーとしては、プロ
グラム細胞死１（ＰＤ－１）、リンパ球活性化遺伝子３（ＬＡＧ－３）、Ｔ細胞免疫グロ
ブリン及びムチンドメイン３（ＴＩＭ－３）４－１ＢＢ、ＯＸ４０、及びＣＤ１０７ａが
挙げられ得るが、これらに限定されない。従って、本発明の一実施形態においては、突然
変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する自己Ｔ細胞を選択することは、ＰＤ－１、Ｌ
ＡＧ－３、ＴＩＭ－３、４－１ＢＢ、ＯＸ４０、及びＣＤ１０７ａのうちの任意の１以上
を発現するＴ細胞を選択することを含む。１以上のＴ細胞活性化マーカーを発現する細胞
は、例えば、マーカーの発現に基づいて、Ｔｕｒｃｏｔｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．
Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，２０（２）：３３１－４３（２０１３）及びＧｒｏｓ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，１２４（５）：２２４６－５９（２０１４）（
例）に記載の通りに、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）又は磁気活性化細胞選別（ＭＡＣ
Ｓ）等の、当該技術分野で公知の、様々な技術のいずれかを用いて選別され得る。
【００２０】
　本発明の別の実施形態においては、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する自
己Ｔ細胞を選択することが、（ｉ）突然変異アミノ酸配列を提示するＡＰＣとの共培養に
際して、ネガティブコントロールによって分泌される１以上のサイトカインの量と比較し
て、より多くの量の１以上のサイトカインを分泌するか、又は（ｉｉ）突然変異アミノ酸
配列を提示するＡＰＣとの共培養に際して、１以上のサイトカインを分泌するネガティブ
コントロールＴ細胞の数と比較して、少なくとも２倍の多さの数のＴ細胞が１以上のサイ
トカインを分泌する、Ｔ細胞を選択することを含む。１以上のサイトカインは、Ｔ細胞に
よるその分泌がＴ細胞の活性化（例、突然変異アミノ酸配列に特異的に結合し免疫学的に
認識するＴ細胞に発現するＴＣＲ）に特徴的である、任意のサイトカインを含み得る。分
泌がＴ細胞活性化に特徴的であるサイトカインの非限定的な例としては、ＩＦＮ－γ、Ｉ
Ｌ－２、及び腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ－α）、顆粒球／単球コロニー刺激因子（ＧＭ－Ｃ
ＳＦ）、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１７、及びＩＬ－２２が挙
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げられる。
【００２１】
　例えば、ＴＣＲ若しくはその抗原結合部分、又はＴＣＲ若しくはその抗原結合部分を発
現するＴ細胞は、（ａ）ある濃度の、突然変異アミノ酸配列を含むペプチド（例、約０．
０５ｎｇ／ｍＬ～約１０μｇ／ｍＬ（例、０．０５ｎｇ／ｍＬ、０．１ｎｇ／ｍＬ、０．
５ｎｇ／ｍＬ、１ｎｇ／ｍＬ、５ｎｇ／ｍＬ、１００ｎｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ、５μｇ
／ｍＬ又は１０μｇ／ｍＬ））でパルスした、抗原陰性ＡＰＣ、又は（ｂ）突然変異アミ
ノ酸配列をコードするヌクレオチド配列が導入されたＡＰＣとの共培養の際に、ネガティ
ブコントロールによって分泌されるＩＦＮ－γの量と比較して、Ｔ細胞又はＴＣＲ若しく
はその抗原結合部分を発現するＴ細胞が、ＩＦＮ－γを、少なくとも２倍多く分泌する場
合、突然変異アミノ酸配列に対する「抗原特異性」を有すると考えられ得る。ネガティブ
コントロールは、例えば、（ｉ）（ａ）同濃度の関係性のないのペプチド（例、野生型ア
ミノ酸配列、又は突然変異アミノ酸配列と異なる配列を有する他の何らかのペプチド）で
パルスした抗原陰性ＡＰＣ、又は（ｂ）関係性のないペプチド配列をコードするヌクレオ
チド配列が導入されたＡＰＣと共培養された、ＴＣＲ若しくはその抗原結合部分を発現す
るＴ細胞、或いは（ｉｉ）（ａ）同濃度の、突然変異アミノ酸配列を含むペプチドでパル
スされた抗原陰性ＡＰＣ又は（ｂ）突然変異アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列
が導入されたＡＰＣと共培養された（例、ＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現しないＰＢ
ＭＣに由来する）非形質導入Ｔ細胞であり得る。ＴＣＲ若しくはその抗原結合部分又はＴ
ＣＲ若しくはその抗原結合部分を発現するＴ細胞はまた、Ｔ細胞又はＴＣＲ若しくはその
抗原結合部分を発現するＴ細胞が、突然変異アミノ酸を含む、より高濃度のペプチドでパ
ルスした抗原陰性ＡＰＣと共培養した際、ネガティブコントロール（例えば上記のネガテ
ィブコントロールのいずれか）と比較して、Ｔ細胞又はＴＣＲ若しくはその抗原結合部分
を発現するＴ細胞が、より多くの量のＩＦＮ－γを分泌する場合、ＴＣＲ若しくはその抗
原結合部分、又はＴＣＲ若しくはその抗原結合部分を発現するＴ細胞は、また、突然変異
アミノ酸配列に対し「抗原特異性」を有し得る。ＩＦＮ－γ分泌は、例えば、酵素結合免
疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）等の、当該技術分野で公知の方法によって測定され得る。
【００２２】
　代替的に、又は追加的に、ＴＣＲ若しくはその抗原結合部分、又はＴＣＲ若しくはその
抗原結合部分を発現するＴ細胞は、（ａ）ある濃度の突然変異アミノ酸配列を含むペプチ
ドでパルスした抗原陰性ＡＰＣ、又は（ｂ）ＩＦＮ－γを分泌するネガティブコントロー
ルＴ細胞の数と比較して、突然変異アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列が導入さ
れたＡＰＣとの共培養の際に、少なくとも２倍の多さの数のＴ細胞又はＴＣＲ若しくはそ
の抗原結合部分を発現するＴ細胞がＩＦＮ－γを分泌する場合、突然変異アミノ酸配列に
対する「抗原特異性」を有すると考えられ得る。ペプチド及びネガティブコントロールの
濃度は、本発明の他の態様に関して本明細書に記載された通りであり得る。ＩＦＮ－γを
分泌する細胞の数は、例えば、ＥＬＩＳＰＯＴ等の、当該技術分野で公知の方法によって
測定され得る。
【００２３】
　本発明の一実施形態においては、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するＴ細
胞は、（１）本明細書に記載の、任意の１以上のＴ細胞活性化マーカーの発現、（２）よ
り多くの量の、本明細書に記載の通りの１以上のサイトカインの分泌、を両方し得るが、
突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するＴ細胞は、より多くの量の、１以上のサ
イトカインを分泌することなく、任意の１以上のＴ細胞活性化マーカーを発現し得るか、
又は任意の１以上のＴ細胞活性化マーカーを発現することなく、より多くの量の、１以上
のサイトカインを分泌し得る。
【００２４】
　本発明の別の実施形態においては、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する自
己Ｔ細胞を選択することは、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する自己Ｔ細胞
を選択的に増殖させることを含む。これに関して、該方法は、突然変異アミノ酸配列に対
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し抗原特異性を有さないＴ細胞よりも、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する
Ｔ細胞の増殖が有利になるような様態で、自己Ｔ細胞と自己ＡＰＣとを共培養することを
含み得る。従って、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有さないＴ細胞と比較して
、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するＴ細胞の割合が高い、Ｔ細胞の集団が
提供される。
【００２５】
　本発明の一実施形態においては、該方法は、複数の腫瘍断片を患者から得ること、該複
数断片からの自己Ｔ細胞のそれぞれを別々に、本発明の他の態様に関して本明細書に記載
される通りに、突然変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣと共培養すること、及び複数
断片のそれぞれからのＴ細胞を、本発明の他の態様に関して本明細書に記載される通りに
、突然変異アミノ酸配列に対する抗原特異性に関して別々に評価することを更に含む。
【００２６】
　Ｔ細胞が、複数の突然変異アミノ酸配列（例、ＴＭＧコンストラクトによってコードさ
れた複数の突然変異アミノ酸配列又は自己ＡＰＣ上にパルスされたペプチドプール中の複
数の突然変異アミノ酸配列）を発現する自己ＡＰＣと共培養される本発明の実施形態にお
いては、自己Ｔ細胞を選択することは、自己Ｔ細胞を、複数の各突然変異アミノ酸配列に
対する抗原特異性に関して、別々に評価することを更に含み得る。例えば、本発明の方法
は、本発明の他の態様に関して本明細書に記載される通り（例えば、各々が、コンストラ
クトによってコードされる（又はプール中に含まれる）異なる突然変異アミノ酸配列を提
示する、別々のＡＰＣ集団を提供することにより）、患者の自己ＡＰＣを、コンストラク
トによってコードされる（又はプール中に含まれる）各突然変異アミノ酸配列を提示する
よう、別々に誘導することを更に含み得る。該方法は、本発明の他の態様に関して本明細
書に記載される通り、患者の自己Ｔ細胞と、各突然変異アミノ酸配列を提示する、異なる
自己ＡＰＣ集団とを、別々に、共培養することを更に含み得る。該方法は、本発明の他の
態様に関して本明細書に記載される通り、（ａ）突然変異アミノ酸配列を提示する自己Ａ
ＰＣと共培養されて、且つ（ｂ）患者によって発現されるＭＨＣ分子の関係で提示される
突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する、自己Ｔ細胞を、別々に選択することを
更に含み得る。これに関して、該方法は、複数の突然変異アミノ酸配列をコードするＴＭ
Ｇコンストラクトによってコードされる（又はプール中に含まれる）どの突然変異アミノ
酸配列が、自己Ｔ細胞によって免疫学的に（例、除去プロセスによって）認識されるのか
を決定することを含み得る。
【００２７】
　該方法は、ＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードするヌクレオチド配列を、選択された
自己Ｔ細胞から単離することを更に含み得、ＴＣＲ又はその抗原結合部分は、がん特異的
突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する。本発明
の一実施形態においては、ＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードするヌクレオチド配列を
単離する前に、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有する、選択された自己Ｔ細胞
の数が増幅され得る。Ｔ細胞の数の増幅は、例えば、米国特許第８，０３４，３３４号；
米国特許第８，３８３，０９９号；米国特許出願公開第２０１２／０２４４１３３号；Ｄ
ｕｄｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．，２６：３３２－４２（２００
３）；及びＲｉｄｄｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，１２
８：１８９－２０１（１９９０）に記載の通りの、当該技術分野で公知の、多くの方法の
いずれかによって達成され得る。本発明の別の実施形態においては、突然変異アミノ酸配
列に対し抗原特異性を有する、選択された自己Ｔ細胞の数は、ＴＣＲ又はその抗原結合部
分をコードするヌクレオチド配列を単離する前に増幅されない。
【００２８】
　ＴＣＲの「抗原結合部分」は、本明細書中で用いられる場合、抗原結合部分が、本発明
の他の態様に関して本明細書中に記載される通り、同定された遺伝子によってコードされ
た突然変異アミノ酸配列に特異的に結合するならば、それが一部であるＴＣＲの、連続す
るアミノ酸を含む任意の部分を指す。用語「抗原結合部分」は、本発明のＴＣＲの任意の
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部分又は断片（該部分又は断片は、その部分であるＴＣＲ（親ＴＣＲ）の生物学的活性を
保持する）を指す。抗原結合部分は、例えば、突然変異アミノ酸配列に特異的に結合する
能力を保持するか、又はがんを検出、治療、又は予防する能力を保持するそれらのＴＣＲ
の部分を、親ＴＣＲと比較して、類似程度、同程度、又はそれを上回る程度包含する。親
ＴＣＲに関して、機能的部分は、例えば、親ＴＣＲの約１０％、２５％、３０％、５０％
、６８％、８０％、９０％、９５％又はそれ以上を含み得る。
【００２９】
　抗原結合部分は、本発明のＴＣＲのα鎖及び／又はβ鎖の可変領域（複数可）の相補性
決定領域（ＣＤＲ）１、ＣＤＲ２、及びＣＤＲ３の１以上を含む部分等の、本発明のＴＣ
Ｒのα鎖及びβ鎖のいずれか又は両方の抗原結合部分、を含み得る。本発明の一実施形態
においては、抗原結合部分は、α鎖のＣＤＲ１（ＣＤＲ１α）、α鎖のＣＤＲ２（ＣＤＲ
２α）、α鎖のＣＤＲ３（ＣＤＲ３α）、β鎖のＣＤＲ１（ＣＤＲ１β）、β鎖のＣＤＲ
２（ＣＤＲ２β）、β鎖のＣＤＲ３（ＣＤＲ３β）、又はそれらの任意の組合せのアミノ
酸配列を含み得る。好ましくは、抗原結合部分は、本発明のＴＣＲの、ＣＤＲ１α、ＣＤ
Ｒ２α、及びＣＤＲ３αのアミノ酸配列；ＣＤＲ１β、ＣＤＲ２β及びＣＤＲ３βのアミ
ノ酸配列；又はＣＤＲ１α、ＣＤＲ２α、ＣＤＲ３α、ＣＤＲ１β、ＣＤＲ２β及びＣＤ
Ｒ３βのすべてのアミノ酸配列を含む。
【００３０】
　本発明の一実施形態においては、抗原結合部分は、例えば、上記のＣＤＲ領域の組み合
わせを含む、本発明のＴＣＲの可変領域を含み得る。これに関して、抗原結合部分は、本
発明のＴＣＲの、α鎖の可変領域（Ｖα）のアミノ酸配列、β鎖の可変領域（Ｖβ）のア
ミノ酸配列、又はＶα及びＶβの両方のアミノ酸配列を含み得る。
【００３１】
　本発明の一実施形態においては、抗原結合部分は、可変領域と定常領域との組み合わせ
を含み得る。これに関して、抗原結合部分は、本発明のＴＣＲのα鎖若しくはβ鎖、又は
α鎖及びβ鎖の両方の全長を含み得る。
【００３２】
　選択された自己Ｔ細胞からの、ＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードするヌクレオチド
配列の単離は、当該技術分野で公知の任意の好適な様態で行われ得る。例えば、該方法は
、例えば、ＴＣＲα鎖及びＴＣＲβ鎖の定常プライマーを用いた、ｃＤＮＡ末端の５’迅
速増幅（ＲＡＣＥ）ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）等の、確立された分子クローニング
技術及び試薬を用いて、自己Ｔ細胞からＲＮＡを単離し、ＴＣＲ又はその抗原結合部分を
配列決定することを含み得る。
【００３３】
　本発明の一実施形態においては、該方法は、ＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードする
ヌクレオチド配列を、Ｇｒｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｅｄｓ．），Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ；４ｔｈ　Ｅｄ．（２０１２）（例）に
記載の通りの、確立された分子クローニング技術を用いて、組換え発現ベクターにクロー
ニングすることを含み得る。本明細書の目的のためには、用語「組換え発現ベクター」は
、コンストラクトがｍＲＮＡ、タンパク質、ポリペプチド又はペプチドをコードするヌク
レオチド配列を含み、該ベクターが、ｍＲＮＡ、タンパク質、ポリペプチド又はペプチド
を細胞内で発現させるのに十分な条件下で細胞と接触させられる場合、ｍＲＮＡ、タンパ
ク質、ポリペプチド又はペプチドの、宿主細胞による発現を可能にする、遺伝学的に改変
されたオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチドコンストラクトを意味する。本発明のベ
クターは、全体として天然には存在しない。しかしながら、ベクターの一部は天然に存在
し得る。組換え発現ベクターは、一本鎖又は二本鎖の、一部が天然のソースから合成され
又は得られる、天然の、非天然の、又は改変されたヌクレオチドを含有し得る、ＤＮＡ及
びＲＮＡが挙げられるが、これらに限定されない、任意のタイプのヌクレオチドを含み得
る。組換え発現ベクターは、天然に存在するヌクレオチド間結合、天然に存在しないヌク
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レオチド間結合、又は両方のタイプの結合を含み得る。好ましくは、天然に存在しない、
又は改変されたヌクレオチド又はヌクレオチド間結合は、ベクターの転写又は複製を妨害
しない。
【００３４】
　本発明の組換え発現ベクターは、任意の好適な組換え発現ベクターであり得、任意の好
適な宿主細胞を形質転換又はトランスフェクションするために用いられ得る。好適なベク
ターとしては、プラスミド及びウイルス等の、増殖及び増幅のため、若しくは発現又は両
方のために設計されたものが挙げられる。ベクターは、トランスポゾン／トランスポザー
ゼ、ｐＵＣシリーズ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ｐＢｌｕｅ
ｓｃｒｉｐｔシリーズ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，ＬａＪｏｌｌａ，ＣＡ）、ｐＥＴシリー
ズ（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、ｐＧＥＸシリーズ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ
　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）及びｐＥＸシリーズ（Ｃｌｏｎｔｅ
ｃｈ，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）から成る群から選択され得る。λＧＴ１０、λＧＴ１
１、λＺａｐＩＩ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）、λＥＭＢＬ４、及びλＮＭ１１４９等のバ
クテリオファージベクターも用いられ得る。植物の発現ベクターの例としては、ｐＢＩ０
１、ｐＢＩ１０１．２、ｐＢＩ１０１．３、ｐＢＩ１２１及びｐＢＩＮ１９（Ｃｌｏｎｔ
ｅｃｈ）が挙げられる。動物の発現ベクターの例としては、ｐＥＵＫ－Ｃ１、ｐＭＡＭ及
びｐＭＡＭｎｅｏ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）が挙げられる。好ましくは、組換え発現ベクター
は、ウイルスベクター（例、レトロウイルスベクター）である。
【００３５】
　本発明の方法により単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分は、養子細胞療法のための
細胞を調製するのに有用であり得る。これに関して、本発明の実施形態は、がん特異的突
然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するＴＣＲ又は
その抗原結合部分を発現する細胞集団を調製する方法を提供し、該方法は、本発明の他の
態様に関して本明細書に記載される通り、ＴＣＲ又はその抗原結合部分を単離し、単離さ
れたＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードするヌクレオチド配列をＰＢＭＣに導入して、
ＴＣＲ、又はその抗原結合部分を発現する細胞を得ること含む。
【００３６】
　ＰＢＭＣに、単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードするヌクレオチド配列（
例、組換え発現ベクター）を導入することは、Ｇｒｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（上記）（例）
に記載通りの、当該技術分野で公知の、異なる様々な方法のいずれかで行われ得る。ＰＢ
ＭＣにヌクレオチド配列を導入するのに有用な技術の非限定的な例としては、形質転換、
形質導入、トランスフェクション、及びエレクトロポレーションが挙げられる。
【００３７】
　本発明の一実施形態においては、該方法は、単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分を
コードするヌクレオチド配列を、患者に対して自己のＰＢＭＣに導入することを含む。こ
れに関して、本発明の方法によって同定及び単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分は、
各患者個人向けにされ得る。しかしながら、別の実施形態においては、本発明の方法は、
再発する（「ホットスポット」とも呼ばれる）がんに特異的な突然変異によりコードされ
る突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するＴＣＲ又はその抗原結合部分を同定及
び単離し得る。これに関して、該方法は、単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分をコー
ドするヌクレオチド配列を、患者に対して同種異系であるＰＢＭＣに導入することを含み
得る。例えば、該方法は、単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードするヌクレオ
チド配列を、腫瘍が、同一ＭＨＣ分子に関して同一の突然変異を発現する別の患者のＰＢ
ＭＣに導入することを含み得る。
【００３８】
　本発明の一実施形態においては、ＰＢＭＣとしてＴ細胞が挙げられる。Ｔ細胞は、任意
のタイプのＴ細胞、例えば、本発明の他の態様に関して本明細書中に記載されるもののい
ずれかであり得る。特定の理論又はメカニズムには縛られないが、より分化していない「
より若い」Ｔ細胞は、より分化した「より老いた」Ｔ細胞と比較して、より高い、ｉｎ　
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ｖｉｖｏでの持続性、増殖及び抗腫瘍活性のいずれか１以上に関連し得ると考えられてい
る。従って、本発明の方法は、好都合なことに、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性
を有する、ＴＣＲ又はその抗原結合部分を同定及び単離し得、該ＴＣＲ又はその抗原結合
部分を、ＴＣＲ又はその抗原結合部分が単離され得る「より老いた」Ｔ細胞（例、患者の
腫瘍におけるエフェクター細胞）と比較して、ｉｎ　ｖｉｖｏで、より高い持続性、増殖
及び抗腫瘍活性のいずれか１以上を提供し得る「より若い」Ｔ細胞に導入し得る。
【００３９】
　本発明の一実施形態においては、該方法は、ＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現するＰ
ＢＭＣの数を増幅することを更に含む。ＰＢＭＣの数は、例えば、本発明の他の態様に関
して本明細書に記載される通り、増幅され得る。これに関して、本発明の方法は、好都合
なことに、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するＴ細胞を多数作製し得る。
【００４０】
　本発明の別の実施形態は、本発明の他の態様に関して本明細書に記載される方法のいず
れかによって単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分を提供する。本発明の一実施形態は
、ＴＣＲのアルファ（α）鎖、ＴＣＲのベータ（β）鎖、ＴＣＲのガンマ（γ）鎖、ＴＣ
Ｒのデルタ（δ）鎖、又はそれらの組み合わせ等の、２ポリペプチド（即ち、ポリペプチ
ド鎖）を含むＴＣＲを提供する。本発明の別の実施形態は、本発明の他の態様に関して本
明細書に記載される通り、ＴＣＲの、１以上のＣＤＲ領域、１以上の可変領域、又はα鎖
及びβ鎖の一方若しくは両方を含む、ＴＣＲの抗原結合部分を提供する。本発明のＴＣＲ
又はその抗原結合部分のポリペプチドは、ＴＣＲ又はその抗原結合部分が、がん特異的突
然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するならば、任
意のアミノ酸配列を含み得る。
【００４１】
　本発明の別の実施形態は、本発明の他の態様に関して本明細書に記載される方法のいず
れかに従って調製された、単離された細胞集団を提供する。細胞集団は、少なくとも１の
他の細胞（例、単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現しない宿主細胞（例、ＰＢ
ＭＣ）又はＴ細胞以外の細胞（例、Ｂ細胞、マクロファージ、好中球、赤血球、肝細胞、
内皮細胞、上皮細胞、筋肉細胞、脳細胞等）に加えて、単離されたＴＣＲ又はその抗原結
合部分を発現するＰＢＭＣを含む不均一集団であり得る。或いは、細胞集団は、集団が、
単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現するＰＢＭＣを主に含む（例、実質的にそ
れからなる）、実質的に均一な集団であり得る。集団はまた、集団の全ての細胞が、単離
されたＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現するように、集団の全ての細胞が、単離された
ＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現する単一のＰＢＭＣのクローンである、細胞のクロー
ン集団であり得る。本発明の一実施形態においては、細胞集団は、本明細書に記載の単離
されたＴＣＲ又はその抗原結合部分を発現するＰＢＭＣを含むクローン集団である。ＰＢ
ＭＣに、単離されたＴＣＲ又はその抗原結合部分をコードするヌクレオチド配列を導入す
ることにより、本発明の方法は、好都合なことに、単離されたＴＣＲを発現し、突然変異
アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するＰＢＭＣ細胞を高い割合で含む、細胞集団を提供
する。本発明の一実施形態においては、細胞集団のうちの約１％～約１００％、例えば約
１％、約５％、約１０％、約１５％、約２０％、約２５％、約３０％、約３５％、約４０
％、約４５％、約５０％、約５５％、約６０％、約６５％、約７０％、約７５％、約８０
％、約８５％、約９０％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、約９９％、若しく
は約１００％、又は上記の値のいずれか２つによって規定される範囲が、単離されたＴＣ
Ｒを発現し、突然変異アミノ酸配列に対し抗原特異性を有するＰＢＭＣ細胞を含む。特定
の理論又はメカニズムには縛られないが、単離されたＴＣＲを発現し、突然変異アミノ酸
配列に対し抗原特異性を有するＰＢＭＣ細胞を、高い割合で含む細胞集団では、ＰＢＭＣ
の機能（例、ＰＢＭＣが、がん細胞の破壊を目的とする能力、及び／又はがんを治療若し
くは予防する能力）を妨げ得る、不適切な細胞の割合が低いと考えられる。
【００４２】
　本発明のＴＣＲ、若しくはその抗原結合部分、及び細胞集団は、医薬組成物等の組成物
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へと製剤化され得る。これに関して、本発明は、本発明のＴＣＲ、若しくはその抗原結合
部分、又は細胞集団のいずれか及び医薬的に許容可能な担体を含む、医薬組成物を提供す
る。本発明の医薬組成物は、本発明のＴＣＲ、若しくはその抗原結合部分、又は細胞集団
を、化学療法剤等、別の医薬的に活性な物質（複数可）又は薬剤（複数可）（例、アスパ
ラギナーゼ（ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ）、ブスルファン（ｂｕｓｕｌｆａｎ）、カルボ
プラチン（ｃａｒｂｏｐｌａｔｉｎ）、シスプラチン（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）、ダウノル
ビシン（ｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉｎ）、ドキソルビシン（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）、フ
ルオロウラシル（ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ）、ゲムシタビン（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ
）、ヒドロキシウレア（ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ）、メトトレキサート（ｍｅｔｈｏｔｒ
ｅｘａｔｅ）、パクリタキセル（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ）、リツキシマブ（ｒｉｔｕｘｉ
ｍａｂ）、ビンブラスチン（ｖｉｎｂｌａｓｔｉｎｅ）、ビンクリスチン（ｖｉｎｃｒｉ
ｓｔｉｎｅ）など）と組み合わせて含み得る。
【００４３】
　好ましくは、担体は医薬的に許容可能な担体である。医薬組成物に関して、担体は、考
慮中の、特定の本発明のＴＣＲ、若しくはその抗原結合部分、又は細胞集団のために従来
用いられているもののいずれかであり得る。かかる医薬的に許容可能な担体は、当業者に
周知であり、公衆にとって容易に入手可能である。医薬的に許容可能な担体は、使用条件
下で有害な副作用又は毒性を有さないものであることが好ましい。
【００４４】
　担体の選択は、特定の本発明のＴＣＲ、その抗原結合部分、又は細胞集団によって、及
び本発明のＴＣＲ、その抗原結合部分、又は細胞集団を投与するために用いられる特定の
方法によって、ある程度決定される。従って、多様な、本発明の医薬組成物の好適な製剤
がある。好適な製剤としては、経口、非経口、皮下、静脈内、筋肉内、動脈内、髄腔内及
び腹腔内投与のための、いずれかの製剤が挙げられ得る。本発明のＴＣＲ又は細胞集団を
投与するために、１超の経路が用いられ得、特定の例においては、特定の経路が、別の経
路よりも迅速且つ効果的な反応をもたらし得る。
【００４５】
　好ましくは、本発明のＴＣＲ、その抗原結合部分、又は細胞集団は、注射により静脈内
（例）に投与される。本発明の細胞集団が投与される場合、注射用の細胞のための医薬上
許容される担体は、任意の等張性の担体、例えば、通常の生理食塩水（水中約０．９０％
　ｗ／ｖのＮａＣｌ、水中約３００ｍＯｓｍ／ＬのＮａＣｌ、又は水１リットル当たり約
９．０ｇのＮａＣｌ）、ＮＯＲＭＯＳＯＬ　Ｒ電解質溶液（Ａｂｂｏｔｔ，Ｃｈｉｃａｇ
ｏ，ＩＬ）、ＰＬＡＳＭＡ－ＬＹＴＥ　Ａ（Ｂａｘｔｅｒ，Ｄｅｅｒｆｉｅｌｄ，ＩＬ）
、水中約５％のデキストロース、又は乳酸リンゲル液等が挙げられ得る。一実施形態にお
いては、医薬上許容される担体には、ヒト血清アルブミンが添加される。
【００４６】
　本発明のＴＣＲ、その抗原結合部分、細胞集団及び医薬組成物は、がんを治療又は予防
する方法において用いられ得ると考えられる。特定の理論又はメカニズムには縛られない
が、本発明のＴＣＲ又はその抗原結合部分は、ＴＣＲ又はその抗原結合部分が、細胞に発
現する場合、突然変異アミノ酸配列を発現する標的細胞に対する免疫応答を媒介すること
ができるように、がん特異的突然変異によってコードされる突然変異アミノ酸配列に、特
異的に結合すると考えられる。これに関して、本発明は、哺乳動物におけるがんを治療又
は予防する方法であって、哺乳動物におけるがんを治療又は予防するための有効量の、本
明細書に記載の医薬組成物、ＴＣＲ、その抗原結合部分又は細胞集団のいずれかを、哺乳
動物に投与することを含む、方法を提供する。
【００４７】
　用語「治療する」及び「予防する」並びにそれらの派生語は、本明細書で用いる場合、
１００％の、又は完全な治療又は予防を必ずしも意味しない。むしろ、当業者が潜在的な
利益又は治療効果を有すると認識する、様々な程度の治療又は予防が存在する。これに関
して、本発明の方法は、任意のレベルの任意の量の、哺乳動物におけるがんの治療又は予
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防を提供し得る。更に、本発明の方法により提供される治療又は予防は、治療又は予防さ
れている１以上の状態又はがんの症状の治療又は予防を含み得る。例えば、治療又は予防
は、腫瘍の退行を促進することを含み得る。また、本明細書の目的のために、「予防」は
、がんの発症、又はその症状若しくは状態を遅延させることを包含し得る。
【００４８】
　本発明の目的のために、投与される本発明のＴＣＲ、その抗原結合部分、細胞集団又は
医薬組成物の量又は用量（例、本発明の細胞集団が投与される場合、細胞数）は、例えば
、哺乳動物において、適切な期間にわたって治療的又は予防的反応をもたらすのに十分で
あるべきである。例えば、本発明のＴＣＲ、その抗原結合部分、細胞集団又は医薬組成物
の用量は、がん特異的突然変異によりコードされる突然変異アミノ酸配列と結合するのに
、又は、投与時から約２時間以上、例えば、１２～２４時間以上という期間でがんを検出
、治療若しくは予防するのに十分でなければならない。いくつかの実施形態においては、
該期間はもっと長くなり得る。用量は、投与される特定の本発明のＴＣＲ、その抗原結合
部分、細胞集団又は医薬組成物の有効性、及び動物（例、ヒト）の状態、及び治療される
動物（例、ヒト）の体重によって決定される。
【００４９】
　投与量を決定するための多くのアッセイが、当該技術分野において公知である。本発明
の目的のために、それぞれ異なる用量のＴ細胞を与えられる哺乳動物の１群のうちのある
哺乳動物に、所与の用量のかかるＴ細胞を投与した際、標的細胞が溶解される程度、又は
、本発明のＴＣＲ若しくはその抗原結合部分を発現するＴ細胞によってＩＦＮ－γが分泌
される程度を比較することを含むアッセイが用いられ、哺乳動物に投与される開始用量が
決定され得る。一定用量の投与の際の、標的細胞が溶解する程度、又はＩＦＮ－γが分泌
される程度は、当該技術分野において公知の方法によりアッセイされ得る。
【００５０】
　本発明のＴＣＲ、その抗原結合部分、細胞集団又は医薬組成物の用量はまた、本発明の
特定のＴＣＲ、その抗原結合部分、細胞集団又は組成物の投与に伴い得る、任意の不都合
な副作用の存在、性質及び程度によって決定される。典型的には、主治医は、年齢、体重
、身体全体の健康、食事、性別、投与される本発明のＴＣＲ、その抗原結合部分、細胞集
団又は医薬組成物、投与経路、及び治療される状態の重症度等の種々の要因を考慮して、
個々の患者のそれぞれを治療する、本発明のＴＣＲ、その抗原結合部分、細胞集団又は医
薬組成物の投与量を決定する。
【００５１】
　本発明の細胞集団が投与される実施形態においては、投与される注入当たりの細胞数は
、例えば、１００万～１０００億細胞の範囲で変わり得る；しかしながら、この例示的な
範囲を下まわるか、又は上まわる量は、本発明の範囲内である。例えば、本発明の宿主細
胞の１日用量は、約１００万～約１５００億細胞（例、約５００万細胞、約２５００万細
胞、約５億細胞、約１０億細胞、約５０億細胞、約２００億細胞、約３００億細胞、約４
００億細胞、約６００億細胞、約８００億細胞、約１０００億細胞、約１２００億細胞、
約１３００億細胞、約１５００億細胞又は上記の値のいずれか２つによって規定される範
囲）、好ましくは約１０００万～約１３００億細胞（例、約２０００万細胞、約３０００
万細胞、約４０００万細胞、約６０００万細胞、約７０００万細胞、約８０００万細胞、
約９０００万細胞、約１００億細胞、約２５０億細胞、約５００億細胞、約７５０億細胞
、約９００億細胞、約１０００億細胞、約１１００億細胞、約１２００億細胞、約１３０
０億細胞又は上記の値のいずれか２つによって規定される範囲）、より好ましくは約１億
細胞～約１３００億細胞（例、約１億２０００万細胞、約２億５０００万細胞、約３億５
０００万細胞、約４億５０００万細胞、約６億５０００万細胞、約８億細胞、約９億細胞
、約３０億細胞、約３００億細胞、約４５０億細胞、約５００億細胞、約７５０億細胞、
約９００億細胞、約１０００億細胞、約１１００億細胞、約１２００億細胞、約１３００
億細胞（又は上記の値のいずれか２つによって規定される範囲）であり得る。
【００５２】
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　細胞集団が投与される、本発明の方法の目的のために、細胞は、哺乳動物に対して同種
異系又は自己の細胞であり得る。好ましくは、細胞は、哺乳動物に対して自己である。
【００５３】
　本発明の別の実施形態は、本明細書に記載の、哺乳動物におけるがんの治療又は予防に
おいて使用するための、ＴＣＲ、その抗原結合部分、単離された細胞集団又は医薬組成物
のいずれかを提供する。
【００５４】
　がんは、好都合には、急性リンパ球性がん、急性骨髄性白血病、胞巣性横紋筋肉腫、骨
がん、脳がん、乳がん、肛門、肛門管又は肛門直腸のがん、眼のがん、肝内胆管のがん、
関節のがん、頸部、胆嚢又は胸膜のがん、鼻、鼻腔、又は中耳のがん、口腔のがん、膣の
がん、外陰部のがん、胆管がん、慢性リンパ球性白血病、慢性骨髄性がん、結腸がん、食
道がん、子宮頸がん、胃腸カルチノイド腫瘍、神経膠腫、ホジキンリンパ腫、下咽頭がん
、腎臓がん、喉頭がん、肝臓がん、肺がん、悪性中皮腫、黒色腫、多発性骨髄腫、鼻咽頭
がん、非ホジキンリンパ腫、中咽頭がん、卵巣がん、陰茎のがん、膵臓がん、腹膜、大網
及び腸間膜のがん、咽頭がん、前立腺がん、直腸がん、腎がん、皮膚がん、小腸がん、軟
部組織がん、胃がん、精巣がん、甲状腺がん、子宮のがん、尿管がん、膀胱がん、固形腫
瘍及び液性腫瘍を含む任意の腫瘍であり得る。好ましくは、がんは上皮がんである。一実
施形態においては、がんは、胆管がん、黒色腫、結腸がん、又は直腸がんである。
【００５５】
　本発明の方法において言及される哺乳動物は、任意の哺乳動物であり得る。用語「哺乳
動物」は、本明細書で用いる場合、マウス及びハムスター等のネズミ目の哺乳動物、及び
ウサギ等のウサギ目の哺乳動物を含むが、これらに限定されない任意の哺乳動物を指す。
哺乳動物が、ネコ科の動物（ネコ）及びイヌ科の動物（イヌ）を含むネコ目由来であるこ
とが好ましい。好ましくは、哺乳動物は、ウシ科の動物（ウシ）及びイノシシ科の動物（
ブタ）を含むウシ目、又はウマ科の動物（ウマ）を含むウマ目（Ｐｅｒｓｓｏｄａｃｔｙ
ｌａ）由来である。好ましくは、哺乳動物は、霊長目、セボイド（Ｃｅｂｏｉｄｓ）目若
しくはシモイド（Ｓｉｍｏｉｄｓ）目（サル）又は、類人（Ａｎｔｈｒｏｐｏｉｄｓ）目
（ヒト及び類人猿）である。より好ましい哺乳動物は、ヒトである。特に好ましい実施形
態においては、哺乳動物は、がん特異的突然変異を発現する患者である。
【００５６】
　以下の実施例は、本発明を更に説明するが、もちろん、決してその範囲を限定するもの
として解釈すべきではない。
【実施例】
【００５７】
　実施例１～７に関して、材料及び方法を以下に示す。
【００５８】
全エクソーム配列決定
　Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　３３０：２２８－２３１（２０１０）に
記載の通り、凍結保存した腫瘍組織（ＯＣＴに包埋）及び正常末梢血細胞の全エクソーム
配列決定を、Ｐｅｒｓｏｎａｌ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ（ＰＧＤｘ、Ｂ
ａｌｔｉｍｏｒｅ、ＭＤ）により行った。配列の、それぞれの塩基での、明確で質の高い
平均読み取り数は、腫瘍及び正常の（ＰＢＭＣの）ＤＮＡについて、それぞれ１５５及び
１６０であった。
【００５９】
患者の治療及び養子細胞療法のための腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）の作製
　患者３７３７を、制度審査委員会（ＩＲＢ）承認のプロトコル：「転移性消化管がんに
おけるリンパ球枯渇療法後の、短期間培養自己腫瘍浸潤リンパ球を用いた第ＩＩ相試験（
治験登録ＩＤ：ＮＣＴ０１１７４１２１）」に登録した。該プロトコルは、消化管がん患
者における、ｅｘ　ｖｉｖｏで増幅した自己腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）の養子移入の安
全性と有効性を評価するために計画した。



(20) JP 2017-531640 A 2017.10.26

10

20

30

40

50

【００６０】
　患者の最初の治療に用いるＴＩＬを、Ｊｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅ
ｒ．，３５：２８３－２９２（２０１２）に記載の通り作製した。簡潔に述べると、切除
した腫瘍を、約１～２ｍｍの断片に細かく刻み、個々の断片を、高用量ＩＬ－２（６００
０ＩＵ／ｍｌ，Ｃｈｉｒｏｎ，Ｅｍｅｒｙｖｉｌｌｅ，ＣＡ）を含有する２ｍｌの完全培
地（ＣＭ）を含有する、２４ウェルプレートのウェルに入れた。ＣＭは、当所（ｉｎ－ｈ
ｏｕｓｅ）１０％ヒト血清、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、２５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ及び１０μ
ｇ／ｍｌゲンタマイシンを添加したＲＰＭＩから成っていた。更に、混合腫瘍消化物も、
高用量のＩＬ－２と共にＣＭ中で培養した。Ｔ細胞の初期増殖（２～３週の間）の後、選
択培養物からの５×１０６のＴ細胞を、放射線照射した同種異系ＰＢＭＣを用いて、ガス
透過性Ｇ－Ｒｅｘ１００フラスコ中で、５％ヒトＡＢ血清、３０００ＩＵ／ｍｌのＩＬ－
２、及び３０ｎｇ／ｍｌのＯＫＴ３抗体（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ，Ｂｅｒｇｉ
ｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を添加した４００ｍｌの５０／５０培地中
で、１対１００の比で急速増幅した。５０／５０培地は、ＣＭとＡＩＭ－Ｖ培地との１対
１の混合物で構成されていた。全細胞を３７℃、５％ＣＯ２で培養した。注入に先立ち、
細胞数を２週間急速増幅させた。患者３７３７は、高用量ＩＬ－２の４回投与と合わせて
、全部で４２４億のＴ細胞を受容するのに先立ち、シクロホスファミド及びフルダラビン
で構成される非骨髄破壊性リンパ枯渇療法（ｌｙｍｐｈｏｄｅｐｌｅｔｉｎｇ　ｒｅｇｉ
ｍｅｎ）を受けた。
【００６１】
　２回目の患者治療に用いたＴＩＬは、最初の治療と同様の方法で、以下の変更を伴って
作製した。最初の治療用生成物（患者３７３７－ＴＩＬ）は、５の個別ＴＩＬ培養物の組
み合わで構成された。これら５培養物を、ＣＤ４及びＶβ２２の発現及び突然変異ＥＲＢ
Ｂ２ＩＰに対する反応性について個々に評価し、１の培養物が、Ｖβ２２＋ＥＲＢＢ２Ｉ
Ｐ突然変異反応性ＣＤ４＋Ｔ細胞に非常に富んでいることが見出された。次いで、この１
のＴＩＬ培養物（高用量ＩＬ－２による初期増殖後）を上記の通り急速増幅させた。患者
は、高用量ＩＬ－２の４回投与と合わせて、全部で１２６０億のＴ細胞を受容するのに先
立ち、最初の治療と同じ非骨髄破壊的リンパ枯渇療法を受けた。
【００６２】
ＴＭＧコンストラクトの作製
　簡潔に述べると、全エクソーム配列決定によって同定された各非同義置換突然変異につ
いて、対応するアミノ酸の変異（野生型タンパク質配列の１２アミノ酸が隣接する）をコ
ードする、「ミニ遺伝子」コンストラクトを作製した。複数のミニ遺伝子を遺伝学的に融
合させて、ＴＭＧコンストラクトを作製した。これらのミニ遺伝子コンストラクトは、コ
ドンを最適化し、ＤＮＡ　Ｓｔｒｉｎｇ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ，Ｃａｒｌｓｂａｄ　ＣＡ）として合成した。次いで、ＴＭＧを、Ｉｎ－Ｆ
ｕｓｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，
ＣＡ）を用いてｐｃＤＮＡ３．１ベクターにクローニングした。部位特異的突然変異誘発
を用いて、９つの「野生型復帰」ＴＭＧ－１コンストラクト（Ｇｅｎｅ　Ｏｒａｃｌｅ，
Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）を作製した。標準的サンガー配列決定（Ｍａｃｒｏ
ｇｅｎ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅ　Ｏｒａｃｌｅ）により、全ＴＭＧのヌクレオチド配列を確認
した。
【００６３】
自己ＡＰＣの作製
　単球由来の未成熟ＤＣを、プラスチック付着法を用いて作製した。簡潔に述べると、自
己フェレーシス試料を融解し、洗浄し、純粋なＡＩＭ－Ｖ培地（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ）を用いて５～１０×１０６細胞／ｍｌに設定し、次いで、適切なサイズの
組織培養フラスコ中、約１×１０６細胞／ｃｍ２で、３７℃、５％ＣＯ２でインキュベー
ションした。９０分後、非接着細胞を回収し、フラスコをＡＩＭ－Ｖ培地でしっかり洗浄
し、次いでＡＩＭ－Ｖ培地で更に６０分間インキュベーションした。次いで、フラスコを
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ＡＩＭ－Ｖ培地で再びしっかり洗浄し、次いで、付着細胞をＤＣ培地でインキュベーショ
ンした。ＤＣ培地は、５％ヒト血清（当所で回収、処理）、１００Ｕ／ｍｌペニシリン及
び１００μｇ／ｍｌストレプトマイシン、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、８００ＩＵ／ｍｌ　
ＧＭ－ＣＳＦ並びに８００Ｕ／ｍｌ　ＩＬ－４を含有するＲＰＭＩで構成されていた（培
地サプリメントはＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓから、サイトカインはＰｅｐｒｏ
ｔｅｃｈから）。３日目に、新しいＤＣ培地を培養物に加えた。フレッシュな、又は凍結
／融解したＤＣを、最初の刺激後５～７日目の実験に用いた。全実験において、フローサ
イトメトリーを用いて、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ１４、ＣＤ８０、ＣＤ８６、及びＨＬＡ－ＤＲ
（すべてＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅから）の発現について細胞を表現型解析し、細胞が
、主に未成熟ＤＣ（ＣＤ１１ｃ＋、ＣＤ１４－、ＣＤ８０ｌｏｗ、ＣＤ８６＋、及びＨＬ
Ａ－ＤＲ＋；データは示さず）であることを確認した。
【００６４】
　抗原提示Ｂ細胞は、ＣＤ４０Ｌ及びＩＬ－４刺激法を用いて作製した。簡潔に述べると
、ヒトＣＤ１９マイクロビーズ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ）を用いて、自己フェ
レーシス試料から陽性のＢ細胞を選択した。次いで、ＣＤ１９＋細胞を、ＣＤ４０Ｌ（３
Ｔ３－ＣＤ４０Ｌ）を安定に発現する放射線照射（６０００ｒａｄ）３Ｔ３細胞と共に、
Ｂ細胞培地中で約１：１の比で培養した。Ｂ細胞培地は、７．５～１０％のヒト血清（当
所）、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン及び１００μｇ／ｍｌストレプトマイシン（Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１０μｇ／ｍｌゲンタマイシン（ＣｅｌｌＧｒｏ，Ｍａ
ｎａｓｓａｓ，ＶＡ）、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
）、及び２００Ｕ／ｍｌ　ＩＬ－４（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ）を添加したＩＭＤＭ培地（Ｌ
ｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）で構成されていた。３日目からフレッシュなＢ細胞
培地を加え、その後２～３日ごとに培地を添加又は交換した。放射線照射３Ｔ３－ＣＤ４
０Ｌフィーダー細胞も必要に応じて更に添加した。抗原提示Ｂ細胞は、通常、最初の刺激
後２～３週の実験において用いた。
【００６５】
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写ＲＮＡ（ＩＶＴ）ＲＮＡの生成
　タンデムミニ遺伝子をコードするプラスミドを、制限酵素ＳａｃＩＩで線状化した。Ｇ
ＦＰをコードする、コントロールのｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５－Ｈｉｓ－ＴＯＰＯベクター
を、ＮｏｔＩで線状化した。制限消化を、ＥＤＴＡ、酢酸ナトリウム及びエタノール沈殿
で終結させた。プラスミドの完全消化を、標準的なアガロースゲル電気泳動によって確認
した。ｍｅｓｓａｇｅ　ｍａｃｈｉｎｅ　Ｔ７　Ｕｌｔｒａ　ｋｉｔ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を用い、製造業者による指示の通り、約１μｇの線状化プラスミド
を、ＩＶＴ　ＲＮＡの生成に用いた。ＬｉＣｌ２法を用いてＲＮＡを沈殿させ、ＲＮＡの
純度及び濃度を、ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度計を用いて評価した。次いで、ＲＮＡをマイ
クロチューブに等分し、使用するまで－８０℃で保存した。
【００６６】
ＲＮＡトランスフェクション
　ＡＰＣ（ＤＣ又はＢ細胞）を回収し、ＰＢＳで１回洗浄し、次いでＯｐｔｉ－ＭＥＭ（
Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）に１０～３０×１０６細胞／ｍｌで再懸濁した。
ＩＶＴ　ＲＮＡ（４μｇ又は８μｇ）をギャップ２ｍｍのエレクトロポレーションキュベ
ットの底に等分して入れ（ａｌｉｑｕｏｔｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｂｏｔｔｏｍ）、５０μ
ｌ又は１００μｌのＡＰＣをキュベットに直接加えた。従って、エレクトロポレーション
で使用するＲＮＡ終濃度は８０μｇ／ｍｌであった。エレクトロポレーションは、ＢＴＸ
－８３０矩形波エレクトロポレーターを用いて行った。ＤＣは１５０Ｖ、１０ミリ秒、１
パルスでエレクトロポレーションし、Ｂ細胞は１５０Ｖ、２０ミリ秒、１パルスでエレク
トロポレーションした。これらの設定を用いたトランスフェクション効率は、ＧＦＰ　Ｒ
ＮＡで評価したところ、決まって７０～９０％の間であった（データ示さず）。全工程を
室温で行った。エレクトロポレーション後直ちに、細胞を、適切なサイトカインを添加し
たＤＣ培地又はＢ細胞培地を含有するポリプロピレンチューブに移した。トランスフェク
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ションした細胞を、３７℃、５％ＣＯ２で一晩（１２～１４時間）インキュベーションし
た。共培養アッセイにおける使用に先立ち、細胞を、ＰＢＳで１回洗浄した。
【００６７】
ペプチドパルス
　自己Ｂ細胞を回収し、洗浄し、次いで、ＩＬ－４を添加したＢ細胞培地に１×１０６細
胞／ｍｌで再懸濁し、次いで、１μｇ／ｍｌの２５マーペプチドで、一晩（１２～１４時
間）、３７℃、５％ＣＯ２でインキュベーションした。一晩パルスした後、次いで、Ｂ細
胞をＰＢＳで２回洗浄し、次いでＴ細胞培地に再懸濁し、直ちに共培養アッセイに用いた
。用いたペプチドは：突然変異ＥＲＢＢ２ＩＰ（
【００６８】
【化１】

【００６９】
（配列番号７３））；野生型ＥＲＢＢ２ＩＰ（
【００７０】
【化２】

【００７１】
（配列番号４５））；ネガティブコントロールとして、突然変異ＡＬＫ（ＲＶＬＫＧＧＳ
ＶＲＫＬＲＨＡＫＱＬＶＬＥＬＧＥＥＡ（配列番号４６））であった。突然変異ＥＲＢＢ
２ＩＰペプチドは異なる３ソース（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ、
Ｐｅｐｔｉｄｅ　２．０，Ｃｈａｎｔｉｌｌｙ，ＶＡ及びＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍ，Ｈｏ
ｕｓｔｏｎ　ＴＸ）から購入し、全て同じｉｎ　ｖｉｔｒｏの結果をもたらした。一方、
野生型ＥＲＢＢ２ＩＰペプチド及び突然変異ＡＬＫペプチドはＰｅｐｔｉｄｅ　２．０か
ら購入した。同種異系ＥＢＶ－Ｂ細胞を培養するためには、Ｂ細胞培地の代わりに、１０
％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍｌペニシリン及び１００μｇ／ｍｌストレプトマイシン（Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１０μｇ／ｍｌゲンタマイシン（ＣｅｌｌＧｒｏ）並
びに２ｍＭ　Ｌ－グルタミンを含有するＲＰＭＩ培地を用いた。
【００７２】
Ｔ細胞の選別、増幅、及びクローニング
　細胞選別を必要とする全実験において、ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｉａ　ＩＩｕ及びＢＤ　Ｆ
ＡＣＳＪａｚｚを用いた。表示した実験においては、選別したＴ細胞を、３０ｎｇ／ｍｌ
抗ＣＤ３抗体（ＯＫＴ３）及び３０００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ－２を含有する５０／５０培地
中の過剰放射線照射（４０００ｒａｄ）同種異系フィーダー細胞（ドナーが異なる３種類
の白血球除去輸血サンプルのプール）を用いて増幅した。限界希釈クローニングを、９６
ウェル丸底プレート中で、１ウェルあたり５ｅ４フィーダー細胞及び１ウェルあたり１～
２Ｔ細胞で、上記の刺激条件を用いて行った。培地を、刺激後約１週間から始めて、その
後一日おきに、又は必要に応じて、交換した。細胞は、通常、最初の刺激の約２～３週後
に、アッセイにおいて用いるか、又は更に増幅させた。
【００７３】
共培養アッセイ：ＩＦＮ－γＥＬＩＳＰＯＴ及びＥＬＩＳＡ、細胞表面活性化マーカーに
ついてのフローサイトメトリー、及び細胞内サイトカイン染色（ＩＣＳ）
　ＡＰＣとしてＤＣを使用する場合、９６ウェル平底又は丸底のプレート１ウェル当たり
、約３．５×１０４～７×１０４のＤＣを用いた。ＡＰＣとしてＢ細胞を使用する場合、
９６ウェル丸底プレート１ウェル当たり、約２×１０５の細胞を用いた。ＥＬＩＳＰＯＴ
アッセイにおいては、１ウェルあたり１×１０３～１×１０４のエフェクターＴ細胞を用
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い、フローサイトメトリーアッセイにおいては、１ウェルあたり１×１０５のエフェクタ
ーＴ細胞を用いた。Ｔ細胞は、通常解凍し、ＩＬ－２を含有する５０／５０培地（３００
０ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ－２）中に２日間静置（ｒｅｓｔ）し、次いで、共培養アッセイに先
立ち、ＰＢＳで（３回）洗浄した。共培養は、すべて、外的に添加されたサイトカインの
非存在下で行った。すべてのアッセイについて、ポジティブコントロールとして、プレー
ト結合ＯＫＴ３（０．１μｇ／ｍｌ又は１μｇ／ｍｌ）を用いた。
【００７４】
　ＨＬＡ遮断抗体を含む実験においては、以下の抗体を用いた：汎クラスＩＩ（クローン
：ＩＶＡ１２）、汎クラスＩ（クローン：Ｗ６／３２）、ＨＬＡ－ＤＲ（クローン：ＨＢ
５５）、ＨＬＡ－ＤＰ（クローン：Ｂ７／２１）、及びＨＬＡ－ＤＱ（クローン：ＳＰＶ
－Ｌ３）。Ｔ細胞との共培養に先立ち、細胞を、３７℃、５％ＣＯ２で１～２時間、表示
した抗体２０～５０μｇ／ｍｌでブロッキングした。Ｔ４は、チロシナーゼ中のエピトー
プに対して反応性である、ＨＬＡ－ＤＲ４拘束性ＴＣＲで形質導入したＴ細胞である。Ｄ
ＭＦ５は、ＭＡＲＴ－１に対して反応性のＨＬＡ－Ａ２拘束性Ｔ細胞株である。６２４－
ＣＩＩＴＡは、ＣＩＩＴＡ（クラスＩＩ、ＭＨＣ、トランスアクチベーター）の異所的発
現によりＭＨＣ－ＩＩを安定に発現する、ＨＬＡ－Ａ２及びＨＬＡ－ＤＲ４陽性黒色腫細
胞株であり、ＭＡＲＴ－１及びチロシナーゼの発現について陽性である。
【００７５】
　ＩＦＮ－γＥＬＩＳＰＯＴアッセイに関しては、簡潔に述べると、ＥＬＩＩＰプレート
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、ＭＡＩＰＳＷＵ）を１ウェルあたり５０μｌの７０％エタノール
で２分間前処理し、ＰＢＳで３回洗浄し、次いで、５０μｌの１０μｇ／ｍｌ　ＩＦＮ－
γ捕捉抗体（Ｍａｂｔｅｃｈ、クローン：１－Ｄ１Ｋ）でコーティングし、冷蔵庫中で一
晩インキュベーションした。ＯＫＴ３コントロールについては、ウェルを、ＩＦＮ－γ捕
捉抗体（１０μｇ／ｍｌ）及びＯＫＴ３（１μｇ／ｍｌ）の混合物でコーティングした。
共培養に先立ち、プレートをＰＢＳで３回洗浄し、続いて、５０／５０培地で、室温（Ｒ
Ｔ）で少なくとも１時間、ブロッキングした。２０～２４時間共培養後、プレートをはじ
いて細胞を取り出し（ｃｅｌｌｓ　ｗｅｒｅ　ｆｌｉｃｋｅｄ　ｏｕｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　
ｐｌａｔｅ）、ＰＢＳ（０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０（ＰＢＳ－Ｔ）添加）で６回洗浄し
、次いで、室温で２時間、１００μｌ／ウェルの、０．２２μｍで濾過した１μｇ／ｍｌ
ビオチン化抗ヒトＩＦＮ－γ検出抗体溶液（Ｍａｂｔｅｃｈ，クローン：７－Ｂ６－１）
でインキュベーションした。次いで、プレートをＰＢＳ－Ｔで３回洗浄し、続いて１００
μｌ／ウェルのストレプトアビジン－ＡＬＰ（Ｍａｂｔｅｃｈ、Ｃｉｎｃｉｎａｔｔｉ、
ＯＨ、１：３０００に希釈）で１時間インキュベーションした。次いで、プレートをＰＢ
Ｓで６回洗浄し、続いて１００μｌ／ウェルの、０．４５μｍで濾過したＢＣＩＰ／ＮＢ
Ｔ基質溶液（ＫＰＬ，Ｉｎｃ．）で発色させた。冷水道水で十分にすすぐことにより反応
を停止させた。ＥＬＩＳＰＯＴプレートを、ＩｍｍｕｎｏＳｐｏｔプレートリーダー及び
関連ソフトウェア（Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｌｔｄ、Ｓｈａｋｅ
ｒ　Ｈｅｉｇｈｔｓ，ＯＨ）を用いてスキャンし、計数した。
【００７６】
　Ｔ細胞活性化マーカーＯＸ４０及び４－１ＢＢの発現を、フローサイトメトリーにより
、刺激後約ｔ＝２２～２６時間で評価した。簡潔に述べると、細胞をペレット化し、ＦＡ
ＣＳ緩衝液（１％ＦＢＳ及び２ｍＭ　ＥＤＴＡを添加した１×ＰＢＳ）で洗浄し、次いで
、暗所中４℃で約３０分間、適切な抗体で染色した。ＢＤ　ＦＡＣＳＣａｎｔｏ　ＩＩフ
ローサイトメーターでの取得に先立ち、細胞を、ＦＡＣＳ緩衝液で少なくとも１回洗浄し
た。データは、すべて、生きている単細胞（ＰＩ陰性）にゲートした。
【００７７】
　サイトカイン産生を、細胞内サイトカイン染色（ＩＣＳ）及びフローサイトメトリーを
用いて評価した。簡潔に述べると、標的細胞及びエフェクター細胞を、９６ウェルプレー
トのウェル中に混合した後、ＧｏｌｇｉＳｔｏｐ及びＧｏｌｇｉＰｌｕｇの両方を培養物
に添加した（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。ＧｏｌｇｉＳｔｏｐ及びＧｏｌｇｉＰｌ
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ｕｇは、製造業者が推奨する濃度の１／２で用いた。刺激のｔ＝６時間後に、Ｃｙｔｏｆ
ｉｘ／Ｃｙｔｏｐｅｒｍ　ｋｉｔ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，
ＣＡ）を用いて、製造業者の指示書に従って細胞を処理した。簡潔に述べると、細胞をペ
レット化し、ＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し、次いで細胞表面マーカー（上記）について染色し
た。次いで、固定及び透過処理に先立ち、細胞を、ＦＡＣＳ緩衝液で２回洗浄した。次い
で、細胞を、Ｐｅｒｍ／Ｗａｓｈ緩衝液で洗浄し、暗所中４℃で３０分間、サイトカイン
に対する抗体で染色した。ＦＡＣＳＣａｎｔｏＩＩフローサイトメーターでの取得に先立
って、細胞を、Ｐｅｒｍ／Ｗａｓｈ緩衝液で２回洗浄し、ＦＡＣＳ緩衝液に再懸濁した。
フローサイトメトリーデータは、すべて、ＦＬＯＷＪＯソフトウェア（ＴｒｅｅＳｔａｒ
　Ｉｎｃ）を用いて解析した。
【００７８】
　ｈｕｍａｎ　ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＡ　ｋｉｔを用いて、血清試料中のＩＦＮ－γを、
製造業者（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）の指示通りに
検出した。
【００７９】
フローサイトメトリー抗体
　力価を測定した、以下の抗ヒト抗体を細胞表面染色に用いた：ＣＣＲ７－ＦＩＴＣ（ク
ローン：１５０５０３）、ＣＤ４５ＲＯ－ＰＥ－Ｃｙ７（クローン：ＵＣＨＬ１）、ＣＤ
６２Ｌ－ＡＰＣ（クローン：ＤＲＥＧ－５６）、ＣＤ２７－ＡＰＣ－Ｈ７（クローン：Ｍ
－Ｔ２７１）、ＣＤ４－ｅｆｌｕｏｒ　６０５ＮＣ（クローン：ＯＫＴ４）、ＣＤ５７－
ＦＩＴＣ（クローン：ＮＫ－１）、ＣＤ２８－ＰＥ－Ｃｙ７（クローン：ＣＤ２８．２）
、ＣＤ１２７－ＡＰＣ（クローン：ｅＢｉｏＲＤＲ５）、ＣＤ３－ＡＦ７００（クローン
：ＵＣＨＴ１）、ＣＤ４－ＦＩＴＣ、ＰＥ－Ｃｙ７、ＡＰＣ－Ｈ７（クローン：ＳＫ３）
、ＣＤ８－ＰＥ－Ｃｙ７（クローン：ＳＫ１）、Ｖβ２２－ＰＥ（クローン：ＩＭＭＵ　
５４６）、Ｖβ５．２－ＰＥ（クローン：３６２１３）、ＯＸ４０－ＰＥ－Ｃｙ７又はＦ
ＩＴＣ（クローン：Ｂｅｒ－ＡＣＴ３５）、４－１ＢＢ－ＡＰＣ（クローン：４Ｂ４－１
）、及びＣＤ１０７ａ－ＡＰＣ－Ｈ７（クローン：Ｈ４Ａ３）。ＣＤ４－ｅｆｌｕｏｒ６
０５ＮＣ（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）、Ｖβ２２－ＰＥ及びＶβ５．２－ＰＥ（Ｂｅｃｋ
ｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）並びに４－１ＢＢ－ＡＰＣ及びＯＸ４０－ＰＥ－Ｃｙ７（Ｂｉ
ｏＬｅｇｅｎｄ）を除いて、抗体はすべてＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ由来であった。
細胞内サイトカイン染色のために、適切に力価測定した、以下：ＩＦＮ－γ－ＦＩＴＣ（
クローン：４Ｓ．Ｂ３）、ＩＬ－２－ＡＰＣ（クローン：ＭＱ１－１７Ｈ１２）、ＴＮＦ
－ＰｅｒＣＰＣｙ５．５又はＡＰＣ（クローン：ＭＡｂ１１）、ＩＬ－１７－ＰＥ（クロ
ーン：ｅＢｉｏ６４ＤＥＣ１７）、及びＩＬ－４－ＰＥ－Ｃｙ７（クローン：８Ｄ４－８
）の抗ヒト抗体を用いた。ＩＬ－４－ＰＥ－Ｃｙ７（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）以外
のＩＣＳ抗体は、すべて、ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ由来であった。ＩＯ　Ｍａｒｋ　Β　
Ｍａｒｋ　ＴＣＲ　Ｖ　ｋｉｔを用いて、ＴＣＲ－Ｖβのレパートリーを評価した（Ｂｅ
ｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）。
【００８０】
ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異の配列決定
　サンガー配列決定を用いて、全エクソーム配列決定によって見出されたＥＲＢＢ２ＩＰ
突然変異を検証した。ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて、スナ
ップ凍結したＴ細胞又は腫瘍組織（ＯＣＴブロック）から全ＲＮＡを抽出した。次いで、
全ＲＮＡを、オリゴｄＴプライマー（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）と共にＴｈ
ｅｒｍｏＳｃｒｉｐｔ逆転写酵素を用いてｃＤＮＡに逆転写した。次いで、正常ｃＤＮＡ
及び腫瘍ｃＤＮＡを、突然変異に隣接する以下のＥＲＢＢ２ＩＰプライマー：ＥＲＢＢ２
ＩＰ　Ｓｅｑ　Ｆｏｒｗａｒｄ：５’－ＴＧＴ　ＴＧＡ　ＣＴＣ　ＡＡＣ　ＡＧＣ　ＣＡ
Ｃ　ＡＧ－３’（配列番号４７）及びＥＲＢＢ２ＩＰ　Ｓｅｑ　Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’－
ＣＴＧ　ＧＡＣ　ＣＡＣ　ＴＴＴ　ＴＣＴ　ＧＡＧ　ＧＧ－３’（配列番号４８）を用い
たＰＣＲにおいて、鋳型として用いた。Ｐｈｕｓｉｏｎ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｔｈｅｒ



(25) JP 2017-531640 A 2017.10.26

10

20

30

40

50

ｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を、推奨される３ステッププロトコル（５８℃のアニーリ
ング温度（１５秒）及び７２℃の伸長（３０秒）を伴う）で用いた。標準的なアガロース
ゲル電気泳動及びゲル抽出（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）により、ＰＣＲ産物を単離した。同一の
ＰＣＲプライマー（Ｍａｃｒｏｇｅｎ）を用いて、産物を直接配列決定した。
【００８１】
定量的ＰＣＲ
　ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖｅｎｌｏ，Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄ
ｓ）を用いて、スナップ凍結したＴ細胞又は腫瘍組織（ＯＣＴブロック）から全ＲＮＡを
抽出した。次いで、全ＲＮＡを、ｑＳｃｒｉｐｔ　ｃＤＮＡ　Ｓｕｐｅｒｍｉｘ（Ｑｕａ
ｎｔａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）を用いてｃＤＮＡ
に逆転写した。遺伝子特異的Ｔａｑｍａｎプライマー並びに、ヒトβ－アクチン（カタロ
グ番号：４０１８４６）及びＥＲＢＢ２ＩＰ（カタログ番号：４３３１１８２）に対する
プローブセットは、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓから購入した。定量的ＰＣＲは
、７５００　Ｆａｓｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ機を用い、ＴＡＱＭＡＮ　Ｆａｓｔ
　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（いずれもＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔ
ｅｍｓから）を用いて行った。標準的なアガロースゲル電気泳動により、増幅産物の特異
性を確認した。算出された閾値サイクル（Ｃｔ）はすべて３０以下であった。
【００８２】
ＴＣＲ－Ｖβディープシークエンシング
　ＤＮｅａｓｙ　ｂｌｏｏｄ　ａｎｄ　ｔｉｓｓｕｅ　ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて
、末梢血、Ｔ細胞及び凍結した腫瘍組織から単離したゲノムＤＮＡに対して、ｉｍｍｕｎ
ｏＳＥＱ，Ａｄａｐｔｉｖｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｓｅａｔｔｌｅ，ＷＡ
）により、ＴＣＲ－Ｖβディープシークエンシングを行った。サンプル当たりの、実益性
のある（ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ）ＴＣＲの読み取り総数は、２７９，４８２～９３４，６
７２の範囲であった。ＴＣＲ頻度の算出においては、ＴＣＲの、実益性のある再配列のみ
を用いた。
【００８３】
ＴＣＲ配列決定及びＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性ＴＣＲの構築
　Ｔ細胞をペレット化し、全ＲＮＡを単離した（ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　ｋｉｔ，Ｑｉ
ａｇｅｎ）。次いで、ＴＣＲのα鎖及びβ鎖の定常プライマーを用いて、全ＲＮＡで、製
造業者（ＳＭＡＲＴｅｒ　ＲＡＣＥ　ｃＤＮＡ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｋｉｔ，
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）による指示通りに、５’ＲＡＣＥを行った。キットのプログラム１を
、伸長時間を変更（３分ではなく２分）して、ＰＣＲに用いた。α鎖及びβ鎖定常プライ
マーの配列は、ＴＣＲ－α、５’－ＧＣＣ　ＡＣＡ　ＧＣＡ　ＣＴＧ　ＴＧＣ　ＴＣＴ　
ＴＧＡ　ＡＧＴ　ＣＣ－３’（配列番号４９）；ＴＣＲ－β、５’－ＣＡＧ　ＧＣＡ　Ｇ
ＴＡ　ＴＣＴ　ＧＧＡ　ＧＴＣ　ＡＴＴ　ＧＡＧ－３（配列番号５０）である。次いで、
標準的なアガロースゲル電気泳動及びゲル抽出（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）により、ＴＣＲのＰ
ＣＲ産物を単離した。その後、産物は直接配列決定したか、又はＴＯＰＯ－ＴＡクローニ
ングした後、個々のコロニーの配列決定を行った（Ｍａｃｒｏｇｅｎ）。既知のＶβ２２
＋Ｔ細胞クローンの配列決定のために、ｑＳｃｒｉｐｔ　ｃＤＮＡ　Ｓｕｐｅｒｍｉｘ（
Ｑｕａｎｔａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて、ＲＮＡからｃＤＮＡを生成した。次
いで、これらのｃＤＮＡを、ＴＣＲ－β定常プライマー（上記）及びＶβ２２特異的プラ
イマー：５’－ＣＡＣ　ＣＡＴ　ＧＧＡ　ＴＡＣ　ＣＴＧ　ＧＣＴ　ＣＧＴ　ＡＴＧ　Ｃ
－３’（配列番号５１）を用いるＰＣＲにおいて鋳型として用いた。標準的なアガロース
ゲル電気泳動及びゲル抽出（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）により、ＰＣＲ産物を単離した。ＴＣＲ
－β定常鎖のネステッドプライマー：５’－ＡＴＴ　ＣＡＣ　ＣＣＡ　ＣＣＡ　ＧＣＴ　
ＣＡＧ－３’（配列番号５２）を用いて、産物を直接配列決定した（Ｍａｃｒｏｇｅｎ）
。
【００８４】
　Ｖβ２２＋ＥＲＢＢ２ＩＰ－突然変異ＴＣＲの構築は、Ｖβ２２＋ＴＣＲ－αのＶ－Ｄ
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－Ｊ領域を、マウスＴＣＲ－α定常鎖に、及びＶβ２２＋ＴＣＲ－β－Ｖ－Ｄ－Ｊ領域を
、マウスＴＣＲ－β定常鎖に融合させることにより行った。α及びβ鎖は、フリンＳＧＳ
Ｇ　Ｐ２Ａリンカー（ｆｕｒｉｎ　ＳＧＳＧ　Ｐ２Ａ　ｌｉｎｋｅｒ）によって隔てた。
マウスＴＣＲ定常領域の使用により、導入ＴＣＲの対形成が促進され、フローサイトメト
リーによる、マウスＴＣＲ－β鎖に特異的な抗体（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）を用いた、
確かに形質導入されたＴ細胞の同定が容易になる。ＴＣＲコンストラクトを合成し、ＭＳ
ＧＶ１レトロウイルスベクター（Ｇｅｎｅ　Ｏｒａｃｌｅ）にクローニングした。
【００８５】
末梢血Ｔ細胞のＴＣＲ形質導入
　自己フェレーシス試料を解凍し、５％の当所ヒト血清、１０μｇ／ｍｌゲンタマイシン
（ＣｅｌｌＧｒｏ）、１００Ｕ／ｍｌペニシリン及び１００μｇ／ｍｌストレプトマイシ
ン、１．２５μｇ／ｍｌアンフォテリシンＢ（Ｆｕｎｇｉｚｏｎｅ）並びに２ｍＭ　Ｌ－
グルタミン（いずれもＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓから）を添加した、ＲＰＭＩ
及びＡＩＭ－Ｖ培地の５０／５０混合物からなるＴ細胞培地中、２×１０６細胞／ｍｌに
設定した。２×１０６細胞（１ｍｌ）を、レトロウイルスによる形質導入前の２日間、５
０ｎｇ／ｍｌの可溶性ＯＫＴ３（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ）及び３００ＩＵ／ｍ
ｌ　ｒｈｕ　ＩＬ－２（Ｃｈｉｒｏｎ）を含む２４ウェルプレート中で刺激した。一過性
レトロウイルス上清を生成するために、リポフェクタミン２０００（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて、Ｖβ２２陽性ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異特異的ＴＣＲをコー
ドするレトロウイルスベクターＭＳＧＶ１（１．５μｇ／ウェル）及びエンベロープをコ
ードするプラスミドＲＤ１１４（０．７５μｇ／ウェル）を、レトロウイルスパッケージ
ング細胞株２９３ＧＰ（６ウェルのポリ－Ｄ－リジンコーティングプレート１ウェル当た
り１×１０６細胞、トランスフェクションの前日にプレーティング）に共トランスフェク
ションした。トランスフェクション後４２～４８時間で、レトロウイルス上清を回収し、
ＤＭＥＭ培地で１：１に希釈し、レトロネクチンでコーティングした（１０μｇ／ｍｌ，
Ｔａｋａｒａ）非組織培養処理６ウェルプレートに向けて、３２℃で２時間、２，０００
ｇで遠心分離した。次いで、活性化Ｔ細胞（ウェル当たり２×１０６、ＩＬ－２を含有す
るＴ細胞培地中０．５×１０６細胞／ｍｌ）を、レトロウイルスプレートへ、３００ｇで
１０分間スピンした。活性化Ｔ細胞を、一晩形質導入し、プレートから取り出し、ＩＬ－
２を含有するＴ細胞培地中で更に培養した。ＧＦＰ及びモックの形質導入コントロールを
、形質導入実験に含めた。細胞は、通常、レトロウイルス形質導入の１０～１４日後にア
ッセイした。
【００８６】
実施例１
　本実施例は、それぞれの遺伝子が、突然変異アミノ酸配列をコードするがん特異的突然
変異を含有する、患者のがん細胞の核酸中の１以上の遺伝子を同定する方法を実例で示す
。
【００８７】
　複数の化学療法レジメンを通して進行した広範転移性胆管がんを伴った、４３歳の女性
（患者（Ｐｔ．）３７３７）を、消化管（ＧＩ）がん患者のための、ＴＩＬベースの養子
細胞療法（ＡＣＴ）プロトコルに登録した。患者３７３７の臨床的特徴を表１に示す。
【００８８】
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【表１】

【００８９】
　肺転移を切除し、全エクソーム配列決定用及び治療用Ｔ細胞作製用のソースとして用い
た。表２は、患者３７３７からの転移性肺結節の全エクソーム配列決定によって同定され
た体細胞突然変異を示す。腫瘍結節は、ヘマトキシリン及びエオジン（Ｈ＆Ｅ）染色切片
の病理学的解析により、約７０％が腫瘍であると推定された。全エクソーム配列決定によ
り、２６の非同義突然変異が明らかになった（表２）。
【００９０】
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【表２－１】

【００９１】
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【表２－２】

【００９２】
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【表２－３】

【００９３】
実施例２
　本実施例は、患者の自己ＡＰＣを、突然変異アミノ酸配列を提示するよう誘導する方法
；患者の自己Ｔ細胞集団と、突然変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣとを共培養する
方法；及び（ａ）突然変異アミノ酸配列を提示する自己ＡＰＣと共培養されて、（ｂ）患
者によって発現されるＭＨＣ分子の関係で提示される突然変異アミノ酸配列に対し抗原特
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異性を有する、自己Ｔ細胞を選択する方法を実例で示す。
【００９４】
　実施例１で同定された各突然変異について、内因性タンパク質由来の１２アミノ酸が各
側に隣接する、突然変異アミノ酸をコードするミニ遺伝子コンストラクトを設計した。複
数のミニ遺伝子をタンデムで合成し、タンデムミニ遺伝子（ＴＭＧ）コンストラクトを作
製した（表３）。表３において、下線は、点突然変異又はヌクレオチドの挿入若しくは欠
失によってコードされる突然変異アミノ酸及び新規配列を示す。スプライス部位ドナー突
然変異（ｓｐｌｉｃｅ－ｓｉｔｅ　ｄｏｎｏｒ　ｍｕｔａｔｉｏｎ）（ＨＬＡ－ＤＯＡ及
びＬＯＮＲＦ３）については、その部位で突然変異がスプライシングを妨げるという仮定
に基づいて、下流のイントロンに入って次の終止コドンまで続く突然変異ミニ遺伝子転写
産物を設計した。ＤＩＰ２Ｃにおけるスプライス部位アクセプター突然変異（ｓｐｌｉｃ
ｅ－ｓｉｔｅ　ａｃｃｅｐｔｏｒ　ｍｕｔａｔｉｏｎ）は評価しなかった。
【００９５】
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【表３】

【００９６】
　次いで、ＴＭＧコンストラクトを、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写（ＩＶＴ）ＲＮＡの生成用の
鋳型として用いた。次いで、これらのＩＶＴ　ＴＭＧ　ＲＮＡの各々を、自己ＡＰＣ（Ｄ
Ｃ）に個別にトランスフェクションし、続いてＴＩＬとの共培養を行い、処理され、提示
された突然変異抗原のいずれがＴＩＬによって認識されたかを決定した。３７３７－ＴＩ
Ｌは、ＴＭＧ－１に存在するが、ＴＭＧ－２やＴＭＧ－３には存在しない突然変異抗原に
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対して反応性であることが観察された（図１Ａ）。更に、活性化マーカーＯＸ４０及び４
－１ＢＢの上方制御により実証される通り（表４Ａ及び４Ｂ）、ＣＤ４＋Ｔ細胞集団にお
いて反応性が優勢であった。表４Ａ及び４Ｂは、非特異的刺激剤ＯＫＴ３と共に培養した
ＤＣ、又は緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）ＲＮＡ若しくは、全エクソーム配列決定によっ
て同定された種々の突然変異をコードする、表示したタンデムミニ遺伝子（ＴＭＧ）コン
ストラクトをトランスフェクションしたＤＣとの共培養後に、フローサイトメトリーによ
る検出で、表示した表現型を有するとされた３７３７－ＴＩＬのパーセンテージを示す。
モックトランスフェクションした細胞は、核酸の添加なしで、トランスフェクション試薬
のみで処理した。データを、生きているＣＤ３＋細胞にゲートした。
【００９７】
【表４】

【００９８】
【表５】

【００９９】
　ＣＤ４陰性（ＣＤ８＋）Ｔ細胞集団で、いくらかの４－１ＢＢ上方制御が観察されたが
、これらの細胞は、選別されるも、ＴＭＧに対する反応性は見出されなかった。ＴＭＧ－
１における９突然変異のうち、いずれが３７３７－ＴＩＬによって認識されていたかを決
定するために、それぞれが、野生型配列へ復帰させた突然変異のうちの１つを含有する、
ＴＭＧ－１の更なる９コンストラクトを合成した。ＥＲＢＢ２相互作用タンパク質（ＥＲ
ＢＢ２ＩＰ）突然変異が野生型配列に復帰した場合にのみ、３７３７－ＴＩＬのＴＭＧ－
１への反応性が消滅し、ＴＩＬが、ＥＲＢＢ２ＩＰＥ８０５Ｇ突然変異を特異的に認識す
ることが示された（図１Ｂ）。
【０１００】
　ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性Ｔ細胞応答を、分子的に特性解析した。ＩＦＮ－γＥＬ
ＩＳＰＯＴアッセイを行い、２０時間目に結果を測定した。患者３７３７－ＴＩＬと、何
も添加しないでか、又は表示した（ＭＨＣ－Ｉ、ＭＨＣ－ＩＩ、ＨＬＡ－ＤＰ、ＨＬＡ－
ＤＱ、又はＨＬＡ－ＤＲに対する）ＨＬＡ遮断抗体を添加してプレインキュベーションし
た、ＴＭＧ－１をトランスフェクションしたＤＣとを共培養した（図２Ａ）。抗体ブロッ
キングに対するコントロールとして、ＨＬＡ－Ａ２拘束性ＭＡＲＴ反応性Ｔ細胞ＤＭＦ５
（図２Ｂ）及びＨＬＡ－ＤＲ拘束性チロシナーゼ反応性Ｔ細胞Ｔ４（図２Ｃ）と、何も添
加しないでか、又は表示されたＨＬＡ遮断抗体を添加してプレインキュベーションした、
ＭＡＲＴ及びチロシナーゼ陽性６２４－ＣＩＩＴＡ黒色腫細胞株とを共培養した。３７３
７－ＴＩＬの応答は、抗ＨＬＡ－ＤＱ抗体によって遮断された（図２Ａ）。
【０１０１】
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　別のＩＦＮ－γＥＬＩＳＰＯＴアッセイを行い、２０時間目に結果を測定した。患者３
７３７－ＴＩＬと、ＤＭＳＯ、突然変異（ｍｕｔ）ＡＬＫ又は突然変異ＥＲＢＢ２ＩＰの
２５アミノ酸長ペプチドで一晩パルスした、自己Ｂ細胞又はＨＬＡ－ＤＱ遺伝子座が一部
適合する、同種異系ＥＢＶ－Ｂ細胞とを共培養した（図２Ｄ）。
【０１０２】
　別のＩＦＮ－γＥＬＩＳＰＯＴアッセイを行い、２０時間目で結果を測定した。患者３
７３７－ＴＩＬと、ｍｕｔＥＲＢＢ２ＩＰの２５アミノ酸ペプチド又は表示した切断型ｍ
ｕｔＥＲＢＢ２ＩＰペプチドで一晩パルスした自己Ｂ細胞とを共培養した（図２Ｅ）。
【０１０３】
　図２Ａ～２Ｅに示す通り、３７３７－ＴＩＬの応答はＨＬＡ－ＤＱＢ１＊０６０１対立
遺伝子拘束性であり、最小エピトープは１３アミノ酸配列、ＮＳＫＥＥＴＧＨＬＥＮＧＮ
（配列番号２９）内に位置した。
【０１０４】
実施例３
　本実施例は、実施例２で同定したＥＲＢＢ２ＩＰ特異的ＣＤ４＋Ｔ細胞のＴＣＲ－Ｖβ
２２鎖で（そのα鎖と対応させて）遺伝的に改変した自己オープンレパートリー末梢血Ｔ
細胞（ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ　ｏｐｅｎ　ｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅ　ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
　ｂｌｏｏｄ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ）が、突然変異ＥＲＢＢ２ＩＰペプチドに対する特異的反
応性を付与したことを示す。
【０１０５】
　活性化マーカーとしてＯＸ４０を用い、実施例２で同定した、突然変異ＥＲＢＢ２ＩＰ
特異的ＣＤ４＋Ｔ細胞のクローン性を、それらを抗原特異的活性化後に選別することによ
り特性解析した。次いで、これらの細胞を、バルクで増幅し、限界希釈によりクローニン
グした。フローサイトメトリーに基づく、ＴＣＲ－Ｖβレパートリーの調査により、バル
ク増幅集団の＞９５％がＶβ２２＋であり、評価したクローンの１０／１１が、純粋にＶ
β２２＋であることが実証された。ＴＣＲ配列解析により、試験したＶβ２２＋クローン
の６／６において、ＴＣＲβＶ－Ｄ－Ｊ配列が同一なことを明らかにし（表５）、ＥＲＢ
Ｂ２ＩＰ突然変異反応性Ｔ細胞の大部分が、支配的なＶβ２２＋Ｔ細胞クローンから構成
されることが示された。
【０１０６】
【表６】

【０１０７】
　このＶβ２２　ＴＣＲを発現するＴ細胞クローンは、突然変異ＥＲＢＢ２ＩＰペプチド
による刺激に際して、サイトカインＩＦＮ－γを特異的に産生した（表６）。ＣＤ４＋Ｖ
β２２＋クローンと、ＯＫＴ３又は野生型（ｗｔ）ＥＲＢＢ２ＩＰ、突然変異（ｍｕｔ）
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ＡＬＫ、若しくはｍｕｔＥＲＢＢ２ＩＰの２５アミノ酸長ペプチドで一晩パルスした自己
Ｂ細胞とを、６時間共培養した。表６は、フローサイトメトリーによって測定した、共培
養後に細胞内ＩＦＮ－γを産生する（ＩＦＮ－γ＋）か、又は細胞内ＩＦＮ－γを産生し
ない（ＩＦＮ－γ－）、ＣＤ４＋でＶβ２２＋及びＶβ２２－のクローンのパーセンテー
ジを示す。データは、同一のＴＣＲ－Ｖβ配列を共に有する２クローンのうちの代表例で
ある。
【０１０８】
【表７】

【０１０９】
　更に、このＴＣＲ－Ｖβ２２鎖を、そのα鎖（表７）と対応させて遺伝学的に改変した
自己オープンレパートリー末梢血Ｔ細胞は、突然変異ＥＲＢＢ２ＩＰペプチド（表８Ａ及
び８Ｂ）に対する特異的反応性を付与した。このことは、このＴＣＲが、ＥＲＢＢ２ＩＰ
Ｅ８０５Ｇ突然変異を特異的に認識することを実証した。自己オープンレパートリー末梢
血Ｔ細胞を、Ｖβ２２＋クローン由来のＴＣＲで形質導入（Ｔｄ）し（表８Ａ）、又は核
酸の添加なしで形質導入試薬のみで処理し（Ｍｏｃｋ）（表８Ｂ）、次いで、反応性に関
して、表６に記載の通り評価した。内因性Ｖβ２２＋ＴＣＲ定常領域を、マウス定常領域
と交換し、マウスＴＣＲβ定常領域（ｍＴＣＲβ）に対する抗体を用いた導入ＴＣＲの検
出を可能にした。全てのアッセイにおいて、プレート結合ＯＫＴ３をコントロールとして
用いた。表８Ａ及び８Ｂは、フローサイトメトリーによって測定される、細胞内ＩＦＮ－
γを産生する（ＩＦＮ－γ＋）か、又は細胞内ＩＦＮ－γを産生しない（ＩＦＮ－γ－）
、ｍＴＣＲβ＋及びｍＴＣＲβ－の細胞のパーセンテージを示す。
【０１１０】

【表８】

【０１１１】
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【表９】

【０１１２】
【表１０】

【０１１３】
実施例４
　本実施例は、実施例２で同定した自己細胞を用いて、がんを治療する方法を実例で示す
。
【０１１４】
　患者３７３７は、ＣＤ４＋ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性Ｔ細胞を含有する４２４億の
ＴＩＬを養子移入後、Ｔ細胞の増殖及び機能を増強するために、ＩＬ－２の投与を４回受
けた。患者３７３７は、治療のために肺病変の切除を受けた。次いで、腫瘍を小断片に細
かく切り、高用量のＩＬ－２でインキュベーションして、腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）を
増幅した。ＩＬ－２中での、最初の細胞数の増幅後、選択したＴＩＬ培養物の数を、放射
線照射同種異系末梢血フィーダー細胞、ＯＫＴ３及びＩＬ－２を含む急速増幅プロトコル
（ＲＥＰ）を用いて、更に２週間増幅した。細胞注入に先立ち、患者を、シクロホスファ
ミド（ＣＴＸ：６０ｍｇ／ｋｇ，１日１回２日間）、続いてフルダラビン（Ｆｌｕ：２５
ｍｇ／ｍ２、５日間）でプレコンディショニングした。患者３７３７－ＴＩＬは、１００
億（２５％）超のＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性Ｔ細胞を含有する４２４億のＴＩＬを含
み、０日目に投与し、続いてＩＬ－２（アルデスロイキン，７．２ｅ５ＩＵ／ｋｇ）を８
時間ごとに投与した。患者はＩＬ－２の投与を合計４回受けた。
【０１１５】
　３７３７－ＴＩＬと、ＴＭＧ－１又は野生型（ｗｔ）復帰ＥＲＢＢ２ＩＰをコードする
ＴＭＧ－１をトランスフェクションしたＤＣとを共培養し、フローサイトメトリーを用い
て、刺激後２４時間で、ＣＤ４＋Ｔ細胞上のＯＸ４０及びＶβ２２の発現を評価した。プ
レート結合ＯＫＴ３の刺激をポジティブコントロールとして用いた。フローサイトメトリ
ー解析により、投与した３７３７－ＴＩＬ産物全体の約２５％が、Ｖβ２２＋突然変異反
応性Ｔ細胞で構成され（図３Ａ、表９）、１００億超のＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異特異的Ｃ
Ｄ４＋Ｔ細胞の注入に等しいことが実証された。表９は、フローサイトメトリーにより測
定した、ＯＸ４０を発現する（ＯＸ４０＋）か、又はＯＸ４０を発現しない（ＯＸ４０－
）Ｖβ２２＋及びＶβ２２－の細胞のパーセンテージを示す。
【０１１６】
　３７３７－ＴＩＬの養子細胞移入前及び後に、患者３７３７の血清試料に対して、ＩＦ
Ｎ－γ　ＥＬＩＳＡアッセイを行った。結果を図３Ｂに示す。図３Ｂに示す通り、患者血
清において、細胞注入後最初の５日間に、ＩＦＮ－γのレベル上昇が検出された。
【０１１７】
　患者は、細胞注入前には、明らかな進行性疾患の兆候を有していたが、２ヶ月の追跡調
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査により腫瘍退縮が観察され、肺及び肝臓の標的病変は、全て退行し続け、治療７ヶ月後
には、最大の３０％減退に達した（図３Ｃ）。患者は、細胞注入後約１３ヶ月間、疾患の
安定化を経て、その後、疾患の進行は肺のみで認められ、肝臓では認められなかった。
【０１１８】
【表１１】

【０１１９】
実施例５
　本実施例は、実施例４の細胞の、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの表現型及び機能を実例で示す。
【０１２０】
　ＣＤ４＋ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性Ｔ細胞が、疾患の安定化における役割を果たす
証拠があるか否かを判定するために、細胞の、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの表現型及び機能を評価
した。３７３７－ＴＩＬと、野生型（ｗｔ）ＥＲＢＢ２ＩＰ、突然変異型（ｍｕｔ）ＡＬ
Ｋ又はｍｕｔ　ＥＲＢＢ２ＩＰの２５アミノ酸長ペプチドで一晩パルスした自己Ｂ細胞と
を、６時間共培養した。フローサイトメトリーを用いて、Ｖβ２２の発現を評価し、ＣＤ
４＋集団におけるＩＦＮ－γ（表１０Ａ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）（表１０Ｂ）、及び
ＩＬ－２（表１０Ｃ）の細胞内産生を検出した。表示した表現型を有する細胞のパーセン
テージを表１０Ａ～１０Ｃに示す。表１０Ｄは、表示した数のサイトカインを発現したＶ
β２２＋細胞のパーセンテージを示す。突然変異ＥＲＢＢ２ＩＰペプチドによる刺激は、
ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ及びＩＬ－２の確固とした共発現を誘導した（表１０Ａ～１０Ｃ）が
、ＩＬ－４又はＩＬ－１７はほとんど又は全くされなかったので、Ｖβ２２＋ＥＲＢＢ２
ＩＰ突然変異反応性ＣＤ４＋Ｔ細胞が、多機能性Ｔｈ１細胞であることが見出された。
【０１２１】

【表１２】

【０１２２】
【表１３】

【０１２３】
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【表１４】

【０１２４】
【表１５】

【０１２５】
　表現型の更なる特性解析により、これらの細胞が、主に、細胞溶解能を有するエフェク
ター記憶ＣＤ４＋Ｔ細胞であることが明らかとなった（表１１及び１２）。Ｖβ２２（Ｅ
ＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性Ｔ細胞に相当する）及びＴ細胞分化マーカーＣＤ２８、ＣＤ
４５ＲＯ、ＣＤ５７、ＣＣＲ７、ＣＤ１２７、ＣＤ６２Ｌ及びＣＤ２７の発現について、
患者３７３７－ＴＩＬを、フローサイトメトリーにより評価した。データを、生きている
ＣＤ３＋ＣＤ４＋細胞にゲートした。アイソタイプ染色した細胞又は非染色細胞を用いて
、正及び負の象限ゲートを設定した。表示した表現型を有する細胞のパーセンテージを表
１１に示す。ヒト末梢血細胞（すべての分化段階のＴ細胞を含有する）を実験に含め、抗
体が作用していることを確認した。
【０１２６】

【表１６】

【０１２７】
　患者３７３７－ＴＩＬと、ＯＫＴ３又は野生型（ｗｔ）ＥＲＢＢ２ＩＰ、突然変異型（
ｍｕｔ）ＡＬＫ若しくはｍｕｔＥＲＢＢ２ＩＰの２５アミノ酸長ペプチドで一晩パルスし
た自己Ｂ細胞とを、６時間共培養した。共培養開始時に、脱顆粒マーカーＣＤ１０７ａに
対して特異的な抗体を加えた。フローサイトメトリーを用いて、Ｖβ２２の発現を評価し
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、ＣＤ１０７ａの細胞表面移動化（ｃｅｌｌ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏ
ｎ）を検出した。データをＣＤ４＋集団にゲートした。表示した表現型を有する細胞のパ
ーセンテージを表１２に示す。
【０１２８】
【表１７】

【０１２９】
　３７３７－ＴＩＬ中に存在する、多機能性、Ｖβ２２陰性で、ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異
反応性の、少数のＣＤ４＋Ｔ細胞集団もあるようであった（表９及び１０）。これらのＶ
β２２陰性細胞を、野生型（ｗｔ）ＥＲＢＢ２ＩＰ、突然変異型（ｍｕｔ）ＡＬＫ又はｍ
ｕｔＥＲＢＢ２ＩＰの２５アミノ酸長ペプチドで一晩パルスした自己Ｂ細胞と共培養する
前に、ＦＡＣＳで選別し、次いで、ＩＬ－２含有培地中で２日間静置した（ｒｅｓｔ）。
フローサイトメトリーを用いて、Ｖβ２２の発現を評価し、刺激後６時間（ｈ）の、ＣＤ
４＋集団におけるＩＬ－２（表１３Ｃ）、ＴＮＦ（表１３Ｂ）、及びＩＦＮ－γ（表１３
Ａ）の細胞内産生を検出した。表示した表現型を有する細胞のパーセンテージを表１３Ａ
～１３Ｃに示す。
【０１３０】

【表１８】

【０１３１】
【表１９】

【０１３２】
【表２０】

【０１３３】
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　フローサイトメトリーを用いて、ＣＤ４＋集団におけるＯＸ４０及びＶβ２２の発現（
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ＯＸ４０　ａｎｄ　Ｖβ２２）を、刺激後２４時間目に評価した
。ＯＸ４０を上方制御した細胞を選別し、細胞の数を増幅し、ＴＣＲ－Ｖβレパートリー
を、フローサイトメトリーにより解析した。結果を図３Ｄに示す。Ｖβ２２陰性細胞を選
別し、続いてこれらの細胞を活性化すると、３７３７－ＴＩＬ中に、このエピトープに対
して反応性の更なるクローン型が１以上存在し（表１３Ａ～１３Ｃ）、そのうち最も優占
的なクローン型が、Ｖβ５．２である（図３Ｄ）ことが明らかになった。
【０１３４】
　選別された、図３Ｄに記載の細胞と、ｗｔＥＲＢＢ２ＩＰ、ｍｕｔ　ＡＬＫ又はｍｕｔ
ＥＲＢＢ２ＩＰの２５アミノ酸長ペプチドで一晩パルスした自己Ｂ細胞とを、６時間共培
養した。フローサイトメトリーを用いて、Ｖβ５．２の発現を評価し、ＣＤ４＋集団にお
けるＩＬ－２（表１４Ｃ）、ＴＮＦ（表１４Ｂ）、及びＩＦＮ－γ（表１４Ａ）の細胞内
産生を検出した。表１５は、表示した数のサイトカインを発現したＶβ５．２＋細胞のパ
ーセンテージを示す。
【０１３５】
【表２１】

【０１３６】
【表２２】

【０１３７】
【表２３】

【０１３８】
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【表２４】

【０１３９】
　突然変異ＥＲＢＢ２ＩＰによる刺激に際して、ＯＸ４０を上方制御したＶβ２２陰性細
胞を選別し、細胞数を増幅した。次いで、これらの細胞からのＲＮＡを単離し、ＴＣＲ－
β定常鎖プライマーを用いて５’相補的ＤＮＡ末端の迅速増幅（５’ＲＡＣＥ）を行って
、発現したＴＣＲ－Ｖβ配列を同定した。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）産物に対して
ＴＯＰＯ－ＴＡクローニングを行い、次いで、個々のコロニーで配列決定した。フローサ
イトメトリーは、これらのＴ細胞の４０～５０％がＶβ５．２（ＴＲＢＶ５－６）である
ことを実証した。サンガー配列決定によると、ＴＯＰＯ－ＴＡコロニーの３／７が、表１
６に示す配列を有するＶβ５．２（ＴＲＢＶ５－６）であった。表１６に、Ｖβ２２陰性
ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性Ｔ細胞の、最も高頻度なＴＣＲβＶ－Ｄ－Ｊ配列を示す。
【０１４０】
【表２５】

【０１４１】
　大部分のＶβ５．２＋細胞が、抗原特異的様態で、複数のサイトカインを産生した（表
１４Ａ～１４Ｃ、１５及び１６）。突然変異ＥＲＢＢ２ＩＰを認識する、少数の、Ｖβ５
．２陰性（及びＶβ２２陰性）ＣＤ４＋Ｔ細胞の集団も存在するようであった（表１４Ａ
～１４Ｃ及び１５）。従って、患者３７３７を治療するために用いたＴＩＬは、ＥＲＢＢ
２ＩＰにおいて同一の突然変異を認識する、異なる多機能性ＣＤ４＋Ｔ細胞を少なくとも
３クローン含有し、この突然変異が、高度に免疫原性であることを示した。
【０１４２】
実施例６
　本実施例は、実施例４の細胞のｉｎ　ｖｉｖｏでの持続性を実証する。
【０１４３】
　ＣＤ４＋ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性Ｔ細胞が、疾患の安定化における役割を果たす
証拠があるか否かを判定するために、細胞の、ｉｎ　ｖｉｖｏでの持続性を評価した。Ｔ
ＣＲ－Ｖβディープシークエンシングにより、これらのクローン型は、ＡＣＴの前では末
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。ＡＣＴの１０日後、両クローンは、末梢血中の全Ｔ細胞の２％超存在したが、細胞注入
後３４日目までに０．３％未満に減少した（図４Ａ及び４Ｂ）。ＡＣＴの約１年半後に切
除された３例の肺転移は、ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性Ｔ細胞によって浸潤されており
（図４Ａ及び４Ｂ）、これらの細胞が、がんの退縮及び疾患の安定化に寄与することが示
された。Ｖβ２２＋ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性クローンは、腫瘍結節３（Ｔｕ－３－
Ｐｏｓｔ）で検出された、最も高頻度なクローンであり、腫瘍中の全Ｔ細胞の約８％に相
当した（図４Ａ及び４Ｂ）が、このクローンは、腫瘍結節１及び２中、頻度の高さがそれ
ぞれ２番目及び１２番目だった。Ｖβ５．２＋ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性クローンも
、その血中頻度と比較して、３腫瘍結節全てにおいて濃縮されていた（図４Ａ及び４Ｂ）
。従って、患者３７３７は、転移病巣に浸潤して持続する１００億超のＥＲＢＢ２ＩＰ突
然変異特異的多機能性Ｔｈ１細胞を受容した後、１年超の間、疾患の安定化を伴う腫瘍退
縮を経た。
【０１４４】
　患者３７３７－ＴＩＬ（Ｔ細胞）、及び養子細胞移入の前（Ｔｕ－Ｐｒｅ）後の腫瘍中
の、ＥＲＢＢ２ＩＰ発現の定量的逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）解析を行った。細
胞注入の約１７ヶ月後に、肺の、転移性の別個の３病変（Ｔｕ－１、－２、－３－Ｐｏｓ
ｔ）を切除した。結果を、β－アクチン（ＡＣＴＢ）と相対的に、図４Ｃに示す。突然変
異を含有する、ＥＲＢＢ２ＩＰ遺伝子の３５０塩基対（ｂｐ）セグメントを、図４Ｃに記
載したｃＤＮＡサンプルからＰＣＲ増幅し、サンガー配列決定した。突然変異の位置は、
アミノ酸配列の８０５位の変化に対応する、コード配列の２４１４位のヌクレオチドであ
った。定量的ＲＴ－ＰＣＲによって決定された通り、元の肺病変及び再発肺病変の両方に
おいて、比較的高レベルのＥＲＢＢ２ＩＰ発現が観察され（図４Ｃ）、サンガー配列決定
により、すべての腫瘍病変において、ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異の存在が確認された。
【０１４５】
　ＡＣＴ前後のＴ細胞浸潤及びＭＨＣ発現の、免疫組織化学的解析を行った。ＡＣＴ後の
腫瘍は、最初のＡＣＴの約１７ヶ月後に回収した。陽性対照（扁桃）を全ての染色につい
てに含めた。ｉｎ　ｓｉｔｕでの、腫瘍のＴ細胞浸潤及びＭＨＣ発現を、それぞれ表１７
及び１８に要約する。
【０１４６】
【表２６】

【０１４７】
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【表２７】

【０１４８】
実施例７
　本実施例は、突然変異反応性Ｔｈ１細胞の、実施例４の抗腫瘍応答への寄与を実証する
。
【０１４９】
　突然変異反応性Ｔｈ１細胞の、ｉｎ　ｖｉｖｏでの抗腫瘍応答への寄与を特異的に評価
するために、＞９５％がＶβ２２＋ＥＲＢＢ２ＩＰ突然変異反応性Ｔｈ１細胞（約１２０
０億の突然変異反応性細胞）で構成されるＴＩＬ産物を作製し、患者３７３７に養子移入
した。
【０１５０】
　再治療に用いたＴＩＬ産物のフローサイトメトリー解析を行った。表１９は、ＣＤ３に
ゲートした後、９７％がＣＤ４＋／ＣＤ８－であり、これらのうち９８％が、ＣＤ４＋細
胞に更にゲートした後にＶβ２２＋であったことを示す（表２０）。再治療ＴＩＬと、野
生型（ｗｔ）又は突然変異型（ｍｕｔ）ＥＲＢＢ２ＩＰの２５アミノ酸長ペプチドで一晩
パルスした自己Ｂ細胞とを、６時間共培養した。フローサイトメトリーを用いて、ＣＤ４
＋の集団における細胞内ＴＮＦ産生を検出した（表２０）。
【０１５１】
【表２８】

【０１５２】
【表２９】

【０１５３】
　患者は、再度標的病変の減少を経たが、最初の治療とは異なり、腫瘍退縮が、最初の１
ヶ月目の追跡調査でも認められ、２回目の治療後４ケ月目の追跡調査において続いていた
（図４Ｄ）。２回目の治療後８ケ月目の追跡調査時に、腫瘍退縮が継続していた。
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【０１５４】
　突然変異反応性細胞の２回目の投与後６ヶ月に、患者３７３７の、肺のコンピューター
断層撮影（ＣＴ）スキャンを撮影した。得られた画像を図７Ａ～Ｃに示す。これらの画像
を、突然変異反応性細胞の第２回投与に先立って撮影したもの（図７Ｄ～７Ｆ）と比較し
た。図７Ａ～７Ｆに示す通り、約３６％のがん性病変の減少が観察され、固形がんの治療
効果判定のための（ＲＥＣＩＳＴ）基準に基づく、部分反応（ＰＲ）がもたらされた。
【０１５５】
　２回目の、突然変異反応性細胞投与の８ヶ月後、患者３７３７の、肝臓及び肺の陽電子
放出断層撮影（ＰＥＴ）スキャンを撮影した。標的病変の継続的な収縮が観察された。腫
瘍の代謝活性を測定するために、放射性標識グルコースアナログ、ＦＤＧ（フルオロデオ
キシグルコース）を投与して、腫瘍によるグルコースの取り込みを評価した。ＰＥＴスキ
ャンでは、肝臓の２病変ではグルコース取り込みが示されず、肺病変では一部の取り込み
が示されたのみであった。
【０１５６】
実施例８～１０
　実施例８～１０についての材料及び方法を以下に示す。
【０１５７】
患者材料及び細胞株
　すべての患者の材料は、国立がん研究所の施設内治験審査委員会が承認した臨床試験の
過程で得た。患者２３５９及び患者２５９１を、Ｄｕｄｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．，２６：５２３３－９（２００８）に記載されている臨床試験（それ
ぞれ、試験登録ＩＤ：ＮＣＴ０００９６３８２及びＩＤ：ＮＣＴ００３３５１２７）に登
録した。患者に切除術を施し、それからＴＩＬ株と腫瘍細胞株の両方を樹立した。本研究
に使用するＴＩＬは、Ｄｕｄｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．，２６
：３３２－４２（２００３）に記載の方法により作製した。簡潔に述べると、腫瘍断片を
切除し、ＩＬ－２含有培地中で培養した。増幅したＴＩＬ培養物の数を、自己又はＨＬＡ
適合腫瘍の認識についてスクリーニングし、急速増幅プロトコル（ＲＥＰ）（Ｒｉｄｄｅ
ｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５７：２３８－４１（１９９２））を用いて、
反応性ＴＩＬの数を、ＩＬ－２、抗ＣＤ３抗体及び放射線照射したフィーダー細胞により
、患者注入用に大量増幅した（Ｒｉｄｄｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５７
：２３８－４１（１９９２））。一部少数のＴＩＬに第２のＲＥＰを施した。Ｔ細胞及び
腫瘍細胞を、共培養アッセイ用に、２００μＬの培地（５％ヒト血清を添加したＡＩＭ－
Ｖ培地）を含む９６ウェルプレート中１：１の割合で、１６時間（ｈｒ）培養した。
【０１５８】
　臨床活性を有するＴＩＬの抗原反応性を評価するために、養子ＴＩＬ療法による持続的
完全寛解を経た、２名の転移性黒色腫患者を調査した。患者２３５９は、右膝に、大腿、
腸骨及び鼠径リンパ節に転移した、原発性皮膚黒色腫を有していた。この個人は、治療後
８年間超にわたって進行中であった、自己ＴＩＬの移入に反応して、全転移性病変の完全
退縮を経た。患者２５９１は、腹壁、腸間膜リンパ節、右結腸及び鎖骨上リンパ節に転移
した原発性背部黒色腫（ｂａｃｋ　ｍｅｌａｎｏｍａ）を有していた。この個人は、自己
ＴＩＬ移入に反応して、全転移性病変の完全退縮を経、治療後９年間無疾患であった。
【０１５９】
全エクソーム配列決定
　該方法は、Ｒｏｂｂｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．，１９：７４７－５２（
２０１３）に記載されている。ゲノムＤＮＡ精製、ライブラリー構築、約２０，０００の
コード遺伝子のエクソーム捕獲（ｃａｐｔｕｒｅ）、並びに腫瘍試料及び正常試料の次世
代配列決定を、Ｐｅｒｓｏｎａｌ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ（Ｂａｌｔｉ
ｍｏｒｅ，ＭＤ）で行った。要約すると、腫瘍試料及び正常試料由来のゲノムＤＮＡを断
片化し、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＴＲＵＳＥＱ　ｌｉｂｒａｒｙ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）に用いた。エクソン領域は、Ａｇｉｌ
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ｅｎｔ　ＳＵＲＥＳＥＬＥＣＴ　５０Ｍｂ　ｋｉｔ（ｖｅｒｓｉｏｎ　３）を、製造業者
の指示書（Ａｇｉｌｅｎｔ，Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ、ＣＡ）に従って溶液中に捕捉した
。ＨＩＳＥＱ　２０００　Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）を用い
て、各フラグメントの各末端から１００塩基を得るペアエンド配列決定を行った。配列デ
ータを、参照用のヒトゲノム配列にマッピングし、配列改変を、５，０００万塩基超の腫
瘍ＤＮＡ及び正常ＤＮＡの比較によって決定した。各試料について８０億塩基超の配列デ
ータを得たが、該塩基の多くは、捕獲されたコード領域由来であった。腫瘍試料及び正常
試料において、４３００万塩基超の標的ＤＮＡを解析し、正常ＤＮＡ試料及び腫瘍ＤＮＡ
試料における各塩基で、平均４２～５１の読み取りを得た。
【０１６０】
　生物情報科学的解析は、ワシントン大学医学部の個人ゲノム診断及びゲノム技術アクセ
スセンター、ゲノミクス及び病理学部門が行った。タグを、ＣＡＳＡＶＡ　１．６ソフト
ウェア（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）のＥＬＡＮＤアルゴリズムを用いて、ヒトゲノム参照用配列
（ｈｇ１８）と整列させた。その後の解析用の配列読み取りを、ＩｌｌｕｍｉｎａのＢＡ
ＳＥＣＡＬＬ　ｓｏｆｔｗａｒｅの純度フィルターを用いて選択した。次いで、ＣＡＳＡ
ＶＡ１．６ソフトウェアのＥＬＡＮＤｖ２　ａｌｇｏｒｉｔｈｍを適用して、点突然変異
及び小規模な挿入及び欠失を同定した。ｄｂＳＮＰに記録された既知の多型を、解析から
除外した。起こり得る体細胞突然変異を、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，
３３０：２２８－３１（２０１０）に記載の通りにフィルターにかけ、目視で検証した。
【０１６１】
タンデムミニ遺伝子ライブラリーの構築
　黒色腫試料由来の非同義突然変異を、全エクソーム配列決定データから同定した。同定
された突然変異アミノ酸６残基（そのＮ－及びＣ－末端両側に、両側の１２アミノ酸が隣
接する）を含有するポリペプチドをコードするタンデムミニ遺伝子コンストラクトを合成
し（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ
、Ｉｏｗａ）、次いで、ＩＮ－ＦＵＳＩＯＮ　Ａｄｖａｎｔａｇｅ　ＰＣＲ　Ｃｌｏｎｉ
ｎｇ　Ｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を用い、製造業者の指示書に従って、ｐｃＤＮＡ３．
１発現ベクターにクローニングした。
【０１６２】
ＩＦＮ－γＥＬＩＳＰＯＴアッセイ
　腫瘍細胞株及びペプチドでパルスした標的細胞に対する応答を、１５μｇ／ｍｌの抗Ｉ
ＦＮ－γモノクローナル抗体１Ｄ１Ｋ（Ｍａｂｔｅｃｈ、Ｉｎｃ．，Ｃｉｎｃｉｎｎａｔ
ｉ，ＯＨ）でコーティングした９６ウェルＰＶＤＦ膜フィルタープレート（ＥＭＤ　Ｍｉ
ｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）を用いて、ＩＦＮ－γＥＬＩＳＰＯＴアッ
セイで定量した。結合したサイトカインを、１μｇ／ｍｌのビオチン化抗ＩＦＮ－γ抗体
７－Ｂ６－１（Ｍａｂｔｅｃｈ）を用いて検出した。ＨＬＡ－Ａ＊０２０１、ＨＬＡ－Ａ
＊０２０５又はＨＬＡ－Ｃ＊０７０１を発現するＨＥＫ２９３細胞を、ペプチドで、３７
℃で２時間パルスした。以下のペプチド：ＭＡＲＴ－１：ＡＡＧＩＧＩＬＴＶ（配列番号
５４）、突然変異ＫＩＦ２Ｃ：ＲＬＦＰＧＬＴＩＫＩ（配列番号５５）、突然変異ＰＯＬ
Ａ２：ＴＲＳＳＧＳＨＦＶＦ（配列番号５６）を使用した。Ｔ細胞を、標的細胞又は５０
ｎｇ／ｍｌ　ＰＭＡ及び１μＭイオノマイシンを含有する培地（ＰＭＡ／Ｉ）と一晩共培
養した。１０５Ｔ細胞あたりのスポット数を算出した。
【０１６３】
実施例８
　本実施例は、ＴＩＬ２３５９が、ミニ遺伝子ライブラリースクリーニングによって評価
される通り、突然変異抗原を認識することを実例で示す。
【０１６４】
　ＴＩＬ２３５９の反応性を、腫瘍ＤＮＡ及び正常ＤＮＡのエクソーム解析によって同定
された非同義突然変異に基づき作製したＴＭＧコンストラクトを用いて評価した。各ＴＭ
Ｇコンストラクトは、正常遺伝子産物中に存在する更なる１２コドンがいずれの側にも隣
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を図５Ａに示す。
【０１６５】
　Ｍｅｌ２３５９から同定された非同義点突然変異を含有するエクソームＤＮＡ配列に基
づいた７１ミニ遺伝子をコードする、タンデムの１２ミニ遺伝子群の個々の１つを、別々
に、ＣＯＳ－７細胞に一過的にトランスフェクションした。これらのＣＯＳ－７細胞に、
このＴＩＬによる自己腫瘍細胞認識用に用いられる支配的なＨＬＡ拘束性要素である、Ｈ
ＬＡ－Ａ＊０２０５もトランスフェクションした。これらのトランスフェクタントとＴＩ
Ｌ２３５９との共培養により、ＴＭＧの１２コンストラクトのうちの１つ、ＲＪ－１の認
識がもたらされた（図５Ｂ）。図５Ａに示す通り、ＲＪ－１は、ＥＰＨＢ２、ＫＩＦ２Ｃ
、ＳＬＣ４４Ａ５、ＡＢＣＡ４、ＤＥＮＮＤ４Ｂ、及びＥＰＲＳ遺伝子の突然変異断片を
コードしていた。続いて、ＲＪ－１変異体の６コンストラクト（各々が、６ミニ遺伝子の
うちの１つにおいて、存在する突然変異残基の代わりに、ＷＴをコードする）を作製した
（図５Ｃ）。ＴＩＬ２３５９は、ＨＬＡ－Ａ＊０２０５と、個別にトランスフェクション
されたＲＪ－１の６変異体のうちの５つとを共トランスフェクションしたＣＯＳ－７細胞
を認識したが、ＷＴ　ＫＩＦ２Ｃ配列をコードする変異体では認識できなかった。このこ
とは、このミニ遺伝子が、ＴＩＬ２３５９が認識した突然変異エピトープをコードするこ
とを示した（図５Ｃ）。この観察を更に検証するために、ＣＯＳ－７細胞に、ＨＬＡ－Ａ
＊０１０１、ＨＬＡ－Ａ＊０２０１又はＨＬＡ－Ａ＊０２０５のｃＤＮＡのいずれかとと
もに、Ｍｅｌ２３５９から増幅されたＷＴ又は突然変異全長ＫＩＦ２Ｃ　ｃＤＮＡ転写産
物のいずれかを共トランスフェクションした。共培養実験により、ＴＩＬ２３５９Ｔ細胞
は、突然変異ＫＩＦ２Ｃ遺伝子産物と共トランスフェクションしたＣＯＳ－７細胞を、Ｈ
ＬＡ－Ａ＊０２０５拘束性様態で認識するが、ＷＴ　ＫＩＦ２Ｃ遺伝子産物とではそうし
ないことを示した（図５Ｄ）。
【０１６６】
　突然変異ＫＩＦ２Ｃコード領域は、天然のＫＩＦ２Ｃタンパク質中の１６位のアラニン
の、トレオニンへの置換をもたらす、ヌクレオチド４６での、ＣからＡへのシングルトラ
ンスバージョンを含有していた。エクソーム配列決定の結果により、Ｍｅｌ２３５９由来
のＤＮＡは、４６位で、もっぱら突然変異残基に合致するが、正常な残基にはしないこと
が示され、Ｍｅｌ２３５９　ＤＮＡの直接的サンガー配列決定により、結果を確認した。
このことにより、この遺伝子座でのヘテロ接合性の喪失が示された。ＴＩＬ２３５９によ
って認識される突然変異ＫＩＦ２Ｃエピトープを同定するための試みにおいて、高親和性
でＨＬＡ－Ａ＊０２０５に結合すると予測された、ＫＩＦ２Ｃ突然変異を包含するペプチ
ドを合成し（Ｈｏｏｆ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ，６１：１－１３
（２００９））、ＨＬＡ－Ａ＊０２０５を安定して発現するＨＥＫ２９３細胞にパルスし
た（表２１）。残基１０～１９に対応するデカマーでパルスしたＨＥＫ２９３－Ａ＊０２
０５細胞は、ＴＩＬ２３５９　Ｔ細胞から多量のＩＦＮ－γの放出を促進し、該ペプチド
は、最低濃度０．１ｎＭで認識された。対照的に、対応するＷＴペプチドは、１０μＭで
、有意なＩＦＮ－γ放出を誘導しなかった（図５Ｅ）。
【０１６７】
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【表３０】

【０１６８】
実施例９
　本実施例は、ＴＩＬ２５９１が、ミニ遺伝子ライブラリースクリーニングにより同定さ
れた突然変異抗原を認識することを実例で示す。
【０１６９】
　ＴＩＬ２５９１によって認識される突然変異Ｔ細胞抗原は、Ｍｅｌ２５９１から同定さ
れた非同義点突然変異を含有するエクソームＤＮＡ配列に基づいて、２１７ミニ遺伝子を
コードする３７個のＴＭＧコンストラクトを合成することによって同定した。ＴＩＬ２５
９１は、複数のＨＬＡ拘束性エレメントとの関係で自己腫瘍細胞を認識した。従って、Ｍ
ｅｌ２５９１から単離したＭＨＣクラスＩ　ＨＬＡ６分子のそれぞれを安定して発現する
ＨＥＫ２９３細胞株に、３７のＴＭＧコンストラクトを個別に、一過的にトランスフェク
ションし、続いてＴＩＬ２５９１との一晩の共培養を行った。初期の結果により、ＴＩＬ
２５９１が、ミニ遺伝子ＤＷ－６を一過的にトランスフェクションしたＨＬＡ－Ｃ＊０７
０１＋ＨＥＫ２９３細胞（ＨＥＫ２９３－Ｃ＊０７０１）（ＨＬＡ－Ｃ＊０７０１＋ＨＥ
Ｋ２９３　ｃｅｌｌｓ（ＨＥＫ２９３－Ｃ＊０７０１）ｃｅｌｌｓ）を認識するが、他の
ミニ遺伝子コンストラクトには有意に反応しないことが示された（図６Ａ）。次いで、Ｄ
Ｗ－６タンデムコンストラクト（図６Ｂ）における個々の突然変異６ミニ遺伝子のそれぞ
れを、別々にＷＴ配列に復帰させた（図６Ｃ）。ＷＴ変異体に対する応答の評価により、
ＴＩＬ２５９１が、ＤＷ－６変異体の各々（ＷＴ　ＰＯＬＡ２断片をコードするコンスト
ラクトを除く）をトランスフェクションしたＣＯＳ－７細胞を認識することが示された（
図６Ｃ）。これらの知見を検証するために、ＣＯＳ－７細胞に、ＨＬＡ－Ｃ＊０４０１、
ＨＬＡ－Ｃ＊０７０１又はＨＬＡ－Ｃ＊０７０２　ｃＤＮＡと共に、ＷＴ又は突然変異の
全長ＰＯＬＡ２　ｃＤＮＡコンストラクトのいずれかをトランスフェクションした。ＴＩ
Ｌ２５９１　Ｔ細胞は、ＨＬＡ－Ｃ＊０７０１と突然変異ＰＯＬＡ２コンストラクトをト
ランスフェクションした標的細胞のみを認識し、対応するＷＴ転写産物ではしなかった（
図６Ｄ）。ＰＯＬＡ２コード領域のヌクレオチド１２５８における、ＣからＴへのシング
ルの変化により、ＷＴ　ＰＯＬＡ２タンパク質の４２０位での、フェニルアラニンのロイ
シンへの置換がもたらされた。サンガー配列決定により、ゲノムＤＮＡ及びＭｅｌ２５９
１　ＲＮＡに由来するｃＤＮＡの両方が、１２５８位にＷＴ及び突然変異ヌクレオチドの
両方を含有する一方、患者２５９１のＰＢＭＣから単離したゲノムＤＮＡは、ＷＴ配列に
対応することが示された、このことにより、これが、Ｍｅｌ２５９１細胞におけるヘテロ
接合性体細胞突然変異を表すことが示された。
【０１７０】
　次いで、ＨＬＡ－Ｃ＊０７０１結合アルゴリズムを用いて、４２０位の突然変異ロイシ
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ン残基とオーバーラップするＰＯＬＡ２ペプチドの候補を同定した（表２２）。共培養の
結果により、突然変異ＰＯＬＡ２の残基４１３～４２２に対応するデカマーでパルスした
ＨＬＡ－Ｃ＊０７０１＋ＨＥＫ２９３細胞が、最低濃度１０ｎＭで、ＴＩＬ２５９１Ｔ細
胞からのＩＦＮ－γの放出を刺激することが示された。対照的に、対応するＷＴペプチド
では、高濃度１０μＭで、有意なＩＦＮ－γ放出が誘導されなかった（図６Ｅ）。
【０１７１】
【表３１】

【０１７２】
　次いで、ＴＩＬ２３５９及び２５９１における、突然変異したＫＩＦ２Ｃ及びＰＯＬＡ
２をそれぞれ認識するＴ細胞の割合を、ＩＦＮ－γ酵素結合免疫吸着スポット（ＥＬＩＳ
ＰＯＴ）アッセイを用いて推定した。ＴＩＬ２３５９は、自己黒色腫に応答して観察され
たのと同様、突然変異ＫＩＦ２ＣエピトープでパルスしたＨＬＡ－Ａ＊０２０５＋細胞に
応答して、１００，０００Ｔ細胞あたり約２，０００スポットを生成した（表２３）。Ｔ
ＩＬ２５９１は、ＨＬＡ－Ａ２拘束性ＭＡＲＴ－１エピトープに応答して７０００超のス
ポットを生成したが、ＨＬＡ－Ｃ＊０７０１拘束性突然変異ＰＯＬＡ２エピトープに対し
て反応したＴ細胞はほんのわずかであった（表２３）。
【０１７３】
【表３２】

【０１７４】
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実施例１０
　本実施例は、ミニ遺伝子ライブラリースクリーニングにより同定した、消化管（ＧＩ）
がんに存在する突然変異抗原に対して反応性のＴ細胞を同定する方法を実例で示す。
【０１７５】
　ＧＩがん患者からの転移性病変について、全エクソーム配列決定を行って突然変異を同
定した。次に、各突然変異をコードするミニ遺伝子コンストラクトを作製し、自己ＡＰＣ
にトランスフェクションして、腫瘍に発現するすべての突然変異のプロセシング及び提示
を可能にした。次いで、これらのＡＰＣと腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）とを共培養し、突
然変異に対するＴ細胞反応性を、ＩＦＮ－γＥＬＩＳＰＯＴ及びフローサイトメトリーに
基づく、４－１ＢＢ及びＯＸ４０上方制御によって測定した。
【０１７６】
　１結腸がん患者において、１１９の突然変異を、突然変異反応性について評価した。全
てではないが、いくつかのＴＩＬ培養物が、割合が非常にばらついた、ＣＡＳＰ８（６７
Ｆ→Ｖ）での突然変異を特異的に認識するＣＤ８＋Ｔ細胞を含有することが見出された。
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで更に増幅する際には、培養物中の他の細胞が、これらの突然変異反応
性ＣＤ８＋Ｔ細胞よりも、著しく増殖した。約０．３１％（約１億２７００万）の突然変
異反応性細胞を含有すると推定された４０．３ｘ１０９ＴＩＬの、患者への投与によって
は、細胞の投与後約６週間の、最初の追跡において、臨床反応がもたらされなかった。患
者は約６週間後に死亡した。特定の理論又はメカニズムに縛られることはないが、治療前
に、疾患が非常に後期の段階であること、患者の全体的な状態が不良であること、及び患
者の、養子細胞療法に先立って施されるリンパ球枯渇化学療法への耐性が不良なことのい
ずれか１以上が、患者の死因に寄与した可能性があると考えられる。突然変異したＣＡＳ
Ｐ８に対して反応性のＴＣＲをＴＩＬから単離し、該ＴＣＲを発現するよう形質導入した
Ｔ細胞は、突然変異ＣＡＳＰ８でパルスしたＤＣに対して反応性であった。
【０１７７】
　別の直腸がん患者においては、突然変異反応性について、１５５の突然変異を評価した
。少なくとも３通りの、異なる突然変異反応性が見出され、２通りが、ＣＤ８＋Ｔ細胞応
答、１通りがＣＤ４＋応答を含んでいた。患者への、突然変異反応性ＴＩＬの投与により
、最初は、治療後約１．５ヶ月で混合応答が生じたが、その後、治療後約３．５ヶ月で、
患者は進行性疾患を発症した。ＣＤ４＋ＴＩＬ及びＣＤ８＋ＴＩＬから、突然変異反応性
ＴＣＲの候補を単離した。
【０１７８】
　第３の患者（胆管がん）においては、試験した３８の突然変異に対して、反応性のＴ細
胞は検出されなかった。この患者については、「突然変異コール」の閾値が低下したので
、更に１２５の推定突然変異（ａｎ　ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ　１２５　ｐｕｔａｔｉｖｅ
　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ）が評価される。「突然変異コール」は、配列が、生物情報学を用
いて突然変異として同定される、任意に設定された閾値である。この場合、第１パスとし
ては、閾値は比較的高かった（例えば、同定された突然変異が真の突然変異であるという
、高水準の信頼性を提供した）。次いで、閾値が低下し、同定された突然変異が真の突然
変異であるという信頼性の水準は低くなったが、同定された突然変異が真の突然変異であ
る可能性は残った。
【０１７９】
　これらのデータにより、転移性消化管がんにおける体細胞突然変異に対してＴ細胞応答
を開始するヒト免疫系の能力は、珍しいイベントではない可能性があることが示される。
この研究は進行中である。
【０１８０】
　刊行物、特許出願及び特許を含む、本明細書中に引用した全ての参考文献は、それぞれ
の参考文献が参照によって組み込まれることが個々に且つ具体的に示されているのと同程
度及びその全体が本明細書中に記載されているのと同程度まで、参照によって本明細書中
に組み込まれる。
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【０１８１】
　本発明の説明に関して（特に、以下の特許請求の範囲に関して）、用語「ａ」及び「ａ
ｎ」及び「ｔｈｅ」及び「少なくとも１の」並びに同様の指示対象の使用は、本明細書中
に特記しないか文脈と明らかに矛盾しない限り、単数形及び複数形の両方をカバーすると
解釈すべきである。１以上の事項の列挙の後での用語「少なくとも１の」の使用（例えば
、「Ａ及びＢのうち少なくとも１の」）は、本明細書中に特記しない又は文脈と明らかに
矛盾しない限り、列挙した事項（Ａ若しくはＢ）から選択された１の事項又は列挙した事
項（Ａ及びＢ）のうち２以上の任意の組み合わせを意味すると解釈されるべきである。用
語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「有する（ｈａｖｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌ
ｕｄｉｎｇ）」及び「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」は、特記しない限り、オープ
ンエンドの用語（即ち、「～を含むがそれらに限定されない」を意味する）と解釈すべき
である。本明細書中の値の範囲の記述は、本明細書中に特記しない限り、その範囲内に入
る各個別の値に個々に言及する省略方法として働くことのみを意図しており、各個別の値
は、それが本明細書中に個々に記述されているかのように本明細書中に組み込まれる。本
明細書中に記載される全ての方法は、本明細書中に特記しない又は文脈と明らかに矛盾し
ない限り、任意の好適な順序で実施できる。本明細書中に提供される任意の及び全ての例
又は例示的語句（例、「等（ｓｕｃｈ　ａｓ）」）の使用は、本発明をよりよく説明する
ことのみを意図しており、特段特許請求されない限り、本発明の範囲に限定を課すもので
はない。本明細書中の全ての語句は、特許請求されていない任意の要素を本発明の実施に
必須のものとして示していると解釈すべきではない。
【０１８２】
　発明を実施するための、発明者が知る最良の形態を含む、本発明の好ましい実施形態が
本明細書中に記載されている。これらの好ましい実施形態のバリエーションは、上述の説
明を読めば当業者に明らかとなり得る。本発明者らは、当業者がかかるバリエーションを
適宜使用することを予期しており、本発明者らは、本明細書中に具体的に記載されたのと
は異なる方法で本発明が実施されることを意図している。従って、本発明は、適用法によ
って許容されるとおり、本明細書中に添付した特許請求の範囲に記載される対象の全ての
改変及び均等物を含む。更に、その全ての可能なバリエーションでの上記要素の任意の組
合せが、本明細書中に特記しない限り又は文脈と明らかに矛盾しない限り、本発明によっ
て包含される。
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